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1 . Antigenpräsentation über MHC-Klasse-I-Moleküle
Jeden Tag wird der menschliche Organismus von unzähligen Krankheitserregern
attackiert. Gleichzeitig entarten fortwährend gewöhnliche Körperzellen zu Tumorzellen.
Um auf diese Herausforderung effizient und flexibel reagieren zu können, hat sich im
Zuge der Evolution bei Wirbeltieren das adaptive Immunsystem entwickelt (Engelhard,
1994). Dieses komplizierte Abwehrsystem läßt sich in eine humorale (Vitetta et al., 1989)
und eine zelluläre Immunität (Kupfer & Singer, 1993) gliedern. Das humorale Immun-
system beruht auf löslichen Rezeptoren (Antikörper), die von sogenannten Plasmazellen
produziert werden und für die spezifische Erkennung von zellfremden Strukturen
(Antigene) verantwortlich sind. Die Bindung von Antikörpern an Antigene wie z.B.
Oberflächenstrukturen von Bakterien oder Viren, markiert diese für den Abbau durch
phagozytierende Zellen oder für die Eliminierung durch das Komplementsystem bei dem
es sich um eine Kaskade aus interagierenden Proteinen handelt.
Die zelluläre Immunität basiert auf der Erkennung von Antigenen in Assoziation mit
speziellen Oberflächenproteinen, dem Haupthistokompatibilitätskomplex (major
histocompatibility complex, MHC), durch sogenannte T-Lymphozyten (Watts et al.,
1984). Zur Antigenpräsentation steht zum einen der MHC-Klasse-I- und zum anderen der
MHC-Klasse-II-Komplex zur Verfügung (Klein et al., 1993). Während der antikörper-
vermittelte Teil des Immunsystems ausschließlich extrazelluläre Pathogene erkennt, sind
MHC-Klasse-I-Moleküle entscheidend an der Bekämpfung von Tumorzellen und intra-
zellulären Erregern wie z.B. Viren beteiligt. So präsentieren MHC-Klasse-I-Moleküle auf
der Oberfläche aller kernhaltigen Körperzellen Fragmente (Peptide) von zytosolischen
Proteinen. Die Erkennung eines MHC-Klasse-I-gebundenen Peptids als Teil eines
körperfremden Proteins regt zytotoxische T-Zellen (CD8+-T-Lymphozyten) zur Sekretion
des Proteins Perforin und einiger weiterer Faktoren an, die die Lyse bzw. Apoptose der
präsentierenden Zelle einleiten (Townsend & von Bodmer, 1989). Um die Eliminierung
gesunder Körperzellen zu verhindern, werden im Laufe ihres Entwicklungsprozesses nur
selbsttolerante T-Lymphozyten bis zur vollständigen Reife entwickelt (von Boehmer,
1994). Auf diese Weise werden nur Zellen lysiert, die z.B. virale oder Tumor-spezifische
Strukturen präsentieren.
MHC-Klasse-II-Moleküle sind im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Proteinen kaum an der
Bekämpfung intrazellulärer Erreger beteiligt. Der MHC-Klasse-II-vermittelte Teil des
Immunsystems bildet vielmehr das Bindglied zwischen humoraler und zellulärer
Immunität. MHC-Klasse-II-Komplexe präsentieren auf der Oberfläche spezialisierter
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antigenpräsentierender Zellen (antigen presenting cells, APC) Fragmente von phago-
zytierten, extrazellulären Strukturen. Sogenannte T-Helfer-Zellen (CD4+-T-Lympho-
zyten) leiten die Reifung von Plasmazellen und die Produktion von spezifischen Anti-
körpern ein, sobald sie ein präsentiertes Peptid als fremd erkennen.

































Abb. 1 Antigenprozessierung und -präsentierung durch MHC-Klasse-I-Moleküle
Endogene Proteine werden durch den Proteasomkomplex zu Peptiden degradiert, TAP-abhängig in das ER
translokalisiert, mit Hilfe des Beladungskomplexes, der aus dem Antigenpeptid-Transporter TAP, Tapasin,
Calreticulin, ERp57 und MHC-Klasse-I besteht, an MHC-Klasse-I-Moleküle gebunden und über den
Golgi-Apparat auf die Zelloberfläche transportiert. Dort werden sie zytotoxischen T-Lymphozyten
präsentiert. Stammt das Peptid aus einem körperfremden Protein, wird die präsentierende Zelle von spezi-
fischen zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt und durch die Ausschüttung von Perforinen und einigen
weiteren Faktoren lysiert bzw. zur Apoptose angeregt. Die Assemblierung der MHC-Klasse-I-Moleküle
wird durch die Chaperone Calnexin, Calreticulin sowie durch die thiolabhängige Reduktase ERp57 un-
terstützt (abgewandelt nach Abele & Tampé, 1999).
Die vorliegende Arbeit befaßt sich mit dem Antigenpeptid-Transporter TAP (transporter
associated with antigen processing). Da der TAP-Komplex eine entscheidende Rolle in
der MHC-Klasse-I-vermittelten Antigenpräsentation spielt, wird im folgenden dieser
Zweig des Immunsystems detailliert beschrieben (Abb. 1). Damit zytosolische Protein-
bruchstücke präsentiert werden können, müssen Proteine abgebaut werden. Für diesen
Prozeß wird der multikatalytische 20S/26S Proteasomkomplex verantwortlich gemacht
(Seufert & Jentsch, 1992, Rock & Goldberg, 1999), der endogene Proteine zu kurzen
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Peptiden (8-13 Aminosäuren) degradiert (Wenzel et al., 1994; Ehring et al., 1996;
Kisselev et al., 1998). Das katalytische Zentrum des 26S Proteasomkomplexes wird
durch das 20S Proteasom gebildet, das aus 28 faßförmig angeordneten Untereinheiten
besteht (Baumeister et al., 1998). Röntgenstrukturanalysen der Proteasomkomplexe aus
Thermoplasma acidophilum (Löwe et al., 1995) und Saccharomyces cerevisiae (Groll et
al., 1997) zeigten, daß die 28 Untereinheiten vier übereinander gelagerte Ringe bilden.
Der obere und untere Ring werden durch sogenannte α-Untereinheiten geformt, während
die beiden inneren Ringe aus β-Untereinheiten bestehen. Die generierten Peptide werden
durch den Antigenpeptid-Transporter TAP ATP-abhängig vom Zytosol in das Lumen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) transportiert (Neefjes et al., 1993; Shepherd et al.,
1993; Androlewicz et al., 1993) (Abb. 1). Dem Translokationsschritt ist ein ATP-
unabhängiger Peptidbindungsschritt vorgelagert (van Endert et al., 1994; Uebel et al.,
1995). Der TAP-Komplex liegt als Heterodimer der Untereinheiten TAP1 (81 kDA) und
TAP2 (75 kDA) vor (Spies et al., 1992; Kelly et al., 1992; Meyer et al., 1994) und
gehört zur Proteinsuperfamilie der ATP binding cassette (ABC)-Transporter.
Im ER werden die Peptide auf MHC-Klasse-I-Moleküle geladen. MHC-Klasse-I-
Moleküle bestehen aus zwei Untereinheiten. Die erste Untereinheit wird durch die schwe-
re Kette (45 kDa) gebildet, die aus den drei Domänen α1−α3 aufgebaut ist. Die zweite
Untereinheit besteht aus der β2-Mikroglobulinkette (β2-m, 12 kDa). Der peptidbindende
Spalt wird durch α1 und α2 geformt, während β2-m über die α3-Einheit gebunden wird.
Für die Membranverankerung ist die schwere Kette verantwortlich (Engelhard, 1994).
Strukturelle Untersuchungen zeigten, daß der Peptidbindungsspalt an beiden Enden
verschlossen ist, was das relativ enge Längenoptimum (8-10 AS) für gebundene Peptide
erklärt (Schumacher et al., 1991; Fremont et al., 1992; Madden et al., 1992; Zhang et al.,
1992; Blouvier & Wiley, 1994).
Für die Peptidbeladung des MHC-Klasse-I-Moleküls sind mehrere Hilfsproteine
notwendig (Lehner & Trowsdale, 1998a; Elliot, 1997). Das Ca2+-bindende, ER-ständige
Transmembranprotein Calnexin bindet und stabilisiert die naszierende schwere Kette des
MHC-Klasse-I-Moleküls (Vassilakos et al., 1996). Die thiolabhängige Reduktase ERp57
bindet ebenfalls an den Komplex aus der schwerer Kette und dem Chaperon Calnexin
und unterstützt die Bildung der korrekten Disulfidbrücken (Hughes & Cresswell, 1998;
Lindquist et al., 1998; Morrice & Powis, 1998). Anschließend wird Calnexin durch das
Chaperon Calreticulin ausgetauscht und β2-Mikroglobulin gebunden (Sadasivan et al.,
1996). Schließlich bildet sich der Beladungskomplex, der die effiziente Peptid-MHC-
Klasse-I-Assemblierung ermöglicht. Diese makromolekulare Struktur besteht
wahrscheinlich aus vier MHC-Klasse-I-Molekülen, die über vier Tapasinproteine mit
einem Antigenpeptid-Transporter TAP verbrückt sind. Zusätzlich wurde Calreticulin und
ERp57 im Beladungskomplex gefunden (Ortmann et al., 1997; Hughes & Cresswell,
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1998; Cresswell et al., 1999). Der direkte physische Kontakt erleichtert die Übergabe des
transportierten Peptids vom TAP-Komplex zum MHC-Klasse-I-Protein. Darüberhinaus
wurde gezeigt, daß Tapasin die Zahl funktionaler TAP-Komplexe erhöht und so für einen
effizienten Peptidtransport vom ER in das Zytosol sorgt (Lehner & Trowsdale, 1998a;
Lehner et al., 1998b). Nachdem der ternäre Komplex auseinandergefallen ist, werden die
beladenen MHC-Klasse-I-Moleküle über das Golgi-Netzwerk an die Zelloberfläche
transportiert (Suh et al., 1996; Knittler et al., 1999).
2 . Membrantransport mit Hilfe von ABC-Transportern
Transportvorgänge an Membranen zählen zu den elementarsten Vorgängen lebender
Organismen. Nur sie erlauben es Zellen über ihre Plasmamembran mit der Umwelt in
Kontakt zu treten. Die Kompartimentierung eukaryontischer Zellen erfordert zusätzlich
Transportprozesse über die intrazellulären Organellmembranen. Lediglich kleine
hydrophobe Moleküle können die Phospholipidmembranen ungehindert durchdringen.
Ionen und polare Substanzen dagegen sind auf die Hilfe spezieller Transportproteine
angewiesen. Solche Proteine ermöglichen die selektive Aufnahme von Nährstoffen, den
Erhalt von Ionengradienten, die Ausschleusung von Toxinen und Signalstoffen, die intra-
und interzelluläre Verteilung von Proteinen und vieles mehr.
Bei Transportvorgängen wird zwischen passivem und aktivem Transport unterschieden.
Passiver Transport verläuft entlang eines Konzentrationsgradienten und erfordert lediglich
die spezifische Erhöhung der Membranpermeabilität für den zu transportierenden Stoff.
So bildet z.B. das Antibiotikum Gramicidin A eine Membranpore, die Protonen und
Alkaliionen aber keine Ca2+-Ionen passieren läßt (Weinstein et al., 1979; Anderson,
1984). Das Carrier-Molekül Valinomycin dagegen bildet mit K+-Ionen einen membran-
gängigen Komplex und ermöglicht so die K+-Diffusion durch Membranen (Krasne et al.,
1971). Im Gegensatz zum passiven Transport wird beim aktiven Transport gegen ein
Konzentrationsgefälle gepumpt. Die dafür notwendige Energie kann aus unter-
schiedlichen Quellen stammen. So wird die Protonenpumpe Bakteriorhodopsin aus
Halobakterium halobium durch die Absorption von Lichtquanten getrieben (Stoeckenius,
1976). Der Komplex I (NADH-Coenzym-Q-Reduktase) aus der oxidativen
Phosphorylierungskaskade erzeugt einen Protonengradienten mit Hilfe der Energie, die
bei der Oxidation von NADH (Nikotinamidadenindinukleotid) frei wird (Hatefi, 1985).
Solche Konzentrationsgradienten werden wiederum verwendet, um andere Verbindungen
aktiv zu transportieren. Die Lactosepermease von Escherichia coli (E. coli) kotransportiert
z.B. ein Proton und ein Lactosemolekül in die Zelle. Der Protonenfluß entlang des
Protonengradienten energetisiert hierbei den Lactosetransport (Wright et al., 1986).
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Neben diesem Symportmechanismus, bei dem verschiedene Molekülesorten in die gleiche
Richtung transportiert werden, sind auch Antiporter bekannt. So wird der Ca2+-Export
mit Hilfe des Na+-Ca2+-Antiporters durch den Einstrom von Na+-Ionen angetrieben
(Carafoli, 1987). Häufig wird die Energie allerdings durch die Hydrolyse von ATP
bereitgestellt. Das am gründlichsten untersuchte Beispiel hierfür stellt die Na+-K+-
ATPase der Plasmamembran dar, die unter Hydrolyse von einem ATP-Molekül drei Na+-
Ionen aus der Zelle heraus- und zwei K+-Ionen hineinpumpt (Cantley et al., 1983). Nach
einem vergleichbaren Mechansimus werden die sogenannten ABC-Transporter energe-
tisiert, zu denen auch der im Rahmen dieser Promotionsarbeit untersuchte Antigenpeptid-
Transporter TAP gehört. Im folgenden wird diese Transporterfamilie detailliert
dargestellt.
Bei der Proteinsuperfamilie der ABC-Transporter handelt es sich um eine weit verbreitete
paraloge Proteingruppe. Innerhalb zahlreicher Lebensformen, vom Bakterium über Pilze
bis zum Menschen, übernimmt diese Molekülfamilie den Transport eines weiten Substrat-
spektrums über Zell- und Organellmembranen. So kodieren etwa 2 % der Gene von
E. coli. für ABC-Transporter, 28 ABC-Proteine wurden im Hefegenom gefunden und
beim Menschen werden 70 bis 100 Mitglieder dieser Proteinfamilie vermutet (Higgins,
1992; Holland & Blight, 1999). Das Aufgabenfeld der ABC-Transporter ist weit gestreut.
Die ABC-Proteine von E. coli GlnHPQ (Nohno et al., 1986) oder MalFGK/E (Gilson et
al., 1982; Froshauer & Beckwith, 1984; Dassa & Hofnung, 1985) dienen der Aufnahme
von Nährstoffen wie Glutamin oder Maltose. Andere ABC-Transporter vermitteln den
Ex- und Import von Proteinen. Hämolysin B exportiert z.B. das 107 kDa Toxin α-
Hämolysin über die Plasmamembran von E. coli (Felmlee et al., 1985). Zahlreiche
weitere Vertreter dieser Proteinfamilie sind von klinischem Interesse. So sind ABC-
Transporter für viele Pharmakaresistenzen verantwortlich. Die Erythromycinresistenz von
Staphylococcus läßt sich auf die Wirkung des ABC-Proteins MsrA zurückführen, das das
Antibiotikum aus dem Bakterium transportiert (Ross et al., 1990). Der ABC-Transporter
MDR1 (multidrug resistance protein 1) erzeugt durch seine Überexpression in Tumor-
zellen eine Resistenz gegen Chemopharmaka, indem es die intrazelluläre Konzentration
der Medikamente durch Export herabsetzt (Endicott & Ling, 1989; Gottesmann & Pastan,
1993). Die Adrenoleukodystrophie, hervorgerufen durch eine unzureichende β-Oxidation
langer Fettsäureketten in den Peroxisomen, korreliert mit Mutationen im Gen für das
Adrenoleukodystrophieprotein ALDP (Kamijo et al., 1990). Defekte im Chloridkanal
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) führen zur Mukoviszidose,
der häufigsten tödlichen Erbkrankheit in Europa und den USA, bei der es aufgrund eines
gestörten Wasserhaushalts der Epithelzellschicht in den Lungen der Patienten zu einer
erhöhten Mukussekretion kommt (Collins, 1992). Veränderungen in der Nukleotid-
bindungsdomäne des Sulfonylharnstoff Rezeptors SUR1 rufen das Krankheitsbild der
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persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy (PHHI) hervor, bei der es zu einer
erhöhten Insulinsekretion kommt (Aguilar-Bryan et al., 1995; Thomas et al., 1995). Der
in der ER-Membran lokalisierte Antigenpeptid-Transporter TAP ist schließlich
entscheidend an der Immunabwehr von Tumorzellen und intrazellulären Pathogenen wie
z.B. Viren beteiligt (Abele & Tampé, 1999).
Allen ABC-Transportern ist der modulare Aufbau aus mindestens vier Domänen gleich.
Zwei Domänen bilden den hydrophoben Transmembranbereich, zwei weitere sind auf der
zytosolischen Membranseite lokalisiert und formen die Nukleotidbindungsdomänen
(Abb. 2A).Während die Transmembrandomänen innerhalb der ABC-Transporterfamilie
nur geringe Sequenzhomologie aufweisen, zeigen die Nukleotidbindungsdomänen eine
Sequenzidentität von 30 %. In jeder Nukleotidbindungsdomäne liegen die für ABC-
Transporter charakteristischen hochkonservierten Walker A und Walker B Motive.
Zusätzlich sind ABC-Proteine durch die sogenannte EAA-Region in der letzten zytoso-
lischen Schleife der Transmembrandomänen und den C-Loop gekennzeichnet, der 20-30
Aminosäuren N-terminal von der Walker B Region lokalisiert ist (Higgins, 1992). Das
Walker A Motiv zeigt eine Konsensussequenz GXXXXGKS/T, während das Walker B
Motiv aus vier hydrophoben Aminosäuren und einem Aspartat- oder Glutamatrest besteht
(Walker et al., 1982). Basierend auf Röntgenstrukturanalysen von ATPasen, die eben-
falls Walker A und B Motive enthalten wie Ras p21 (Eugner et al., 1987), die F1F0-
ATPase (Abrahams et al., 1994) oder dem Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) (Bertchold et
al., 1993) sowie aufgrund der kürzlich gelösten Struktur der Nukleotidbindungsdomäne
des ABC-Transporters Histidinpermease (HisP) (Hung et al., 1998) wird angenommen,
daß das Lysin in der Walker A  Region eine Salzbrücke zu der γ-Phosphatgruppe des
gebundenen ATP bildet. Die Walker B Region koordiniert das Mg2+-Ion des Mg2+-
ATP-Komplexes (Senior et al., 1992; Senior & Al-Shawi, 1993). Der C-Loop mit der
Konsensussequenz GGQR/K/Q kommt ausschließlich in ABC-Transportern und G-
Proteinen vor (Lambright et al., 1994; Manavalan et al., 1995). Mutationsstudien deuten
daraufhin, daß diese Region mit der EAA-Region kommuniziert und auf diese Weise
Informationen von der Nukleotidbindungs- an die Substratbindungsstelle weiterleiten
(Dassa, 1990; Cotten et al., 1996). So wird das Substratspektrum von humanem MDR1
durch den Austausch des C-Loop-Lysinrests in Abhängigkeit von der Natur der einge-
bauten Aminosäure modifiziert. Wird Lysin durch Arginin substituiert, werden andere
Substrate bevorzugt als bei der K/E-Mutante (Hoof et al., 1994). Die Entdeckung einer
natürlich auftretenden nicht-aktiven TAP-Mutante aus einer Lungenkrebszellinie, bei der
das Arginin an Position 659 zwischen C-Loop und Walker B Sequenz von TAP1 durch
Glutamin substituiert ist, unterstreicht zusätzlich die Bedeutung dieser Region (Chen et
al., 1996). Im Gegensatz zu den Nukleotidbindungsdomänen sind die Transmembran-
domänen kaum konserviert. Trotz der geringen Sequenzhomologie wird eine ähnliche
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Faltung angenommen. Für CFTR und MDR1 wurde experimentell nachgewiesen, daß
jede Transmembrandomäne aus sechs Transmembranhelizes besteht (Wang et al., 1991;
Ames & Lecar, 1992; Gentschev & Goebel, 1992; Gottesman & Pastan, 1993; Loo &
Clarke, 1993a; Loo & Clarke, 1993b). Basierend auf Hydrophobizitätsanalysen werden
für den Maltosetransporter MalF acht Transmembranhelizes vorhergesagt (Froshauer et
al., 1988), während die Transmembrandomänen des Antigenpeptid-Transporters TAP die
Membran jeweils acht- bis zehnmal durchqueren (Gileadi & Higgins, 1997; Tampé et al.,
1997; Vos et al., 1999) (Abb. 3). Photoquervernetzungsstudien haben gezeigt, daß
sowohl bei MDR1 (Greenberger, 1993; Morris et al., 1994) als auch beim Antigenpeptid-
Transporter TAP beide Transmembrandomänen (Nijenhuis et al., 1996a; Nijenhuis &
Hämmerling, 1996b) gemeinsam die Substratbindungsstelle bilden.




























Abb.2 Struktur von ABC-Transportern
(A) ABC-Transporter bestehen aus zwei Transmembrandomänen (schwarz), die die Membran mit sechs bis
zehn α−Helizes durchspannen und zwei hydrophilen, zytosolischen Domänen (grau) in denen die hochkon-
servierten ATP-Bindungsregionen liegen. Zusätzlich zu diesen vier Domänen können weitere vorhanden
sein (weiß).
(B) Die ABC-Proteine transportieren verschiedene Substrate u.a. über die Membran des endoplasmatischen
Retikulums (ER), die Plasmamembran (PM) sowie die äußere (OM) oder die innere Bakterienmembran
(IM).
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Die Verknüpfung der vier Domänen kann auf verschiedene Weise realisiert sein
(Abb. 2B). Prokaryonten synthetisieren vorwiegend alle Untereinheiten als getrennte
Polypeptidketten, die miteinander zum funktionalen Transportkomplex assemblieren
(Doige & Ames, 1993). Höhere Eukaryonten dagegen exprimieren häufig die einzelnen
Domänen auf ein oder zwei Polypeptidsträngen. Der Antigenpeptid-Transportkomplex
TAP baut sich z.B. aus den Untereinheiten TAP1 und TAP2 auf, die jeweils aus einer
Transmembrandomäne und einer Nukleotidbindungsdomäne bestehen (Spies et al., 1992;
Kelly et al., 1992), während beim Multidrogenresistenzprotein MDR1 alle Domänen auf
einer einzigen Polypeptidkette liegen. Zusätzlich zu den vier Domänen können weitere
vorhanden sein. So findet man beispielsweise beim CFTR-Protein eine fünfte regula-
torische Domäne R (Cheng et al., 1991) und bei dem Maltosetransporter MalFGK/E ein













Abb. 3 Modell für den Transportzyklus von MDR1
Die Rechtecke repräsentieren die Transmembrandomänen, während die offenen Kreise, Quadrate und das
Sechseck verschiedenen Konformationen der Nukleotidbindungsdomänen entsprechen. Der geschlossene
Kreis stellt das Substrat dar. Die beiden Nukleotidbindungsdomänen wurden entsprechend ihrer relativen
Lage zum N- bzw. C-Terminus mit N oder C bezeichnet (aus Senior & Gadsby, 1997).
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Über den Transportmechanismus der ABC-Transporter ist wenig bekannt. Lediglich für
den Transportzyklus von MDR1 und CFTR existieren vorläufige Arbeitsmodelle (Senior
& Gadsby, 1997). Für MDR1, einem engen Verwandten des Antigenpeptid-Transporters
TAP, wird folgender Mechanismus angenommen (Abb. 3). Zu Beginn des Zyklusses ist
ATP z.B. an der C-terminalen Nukleotidbindungsdomäne (C-Nukleotidbindungsdomäne)
gebunden. Zusätzlich bindet das zu transportierende Substrat an die Substratbindugs-
stelle. Die Bindung eines zweiten ATP-Moleküls an die N-terminale Nukleotidbindungs-
stelle (N-Nukleotidbindungsdomäne) induziert die ATP-Hydrolyse in der C-Nukleotid-
bindungsdomäne. Mit Hilfe der freiwerdenden Energie wird die C-Nukleotidbindungs-
domäne in eine energiereiche Konformation überführt. Im Gegensatz zu den P-Typ-
ATPasen wie z.B. der Na+-K+-ATPase werden die ABC-Transporter hierbei nicht
kovalent phosphoryliert. Gleichzeitig nimmt die N-Nukleotidbindungsdomäne eine
Struktur an, die die ATP-Hydrolyse verhindert. Bei der Relaxation der C-Domäne wird
das Substrat von der hochaffinen zytosolischen Substratbindungsstelle zur niederaffinen
extrazellulären Bindungsstelle bewegt und das Phosphatanion verläßt die C-Nukleotid-
bindungsdomäne. Nachdem das Substrat und das ADP von MDR1 dissoziiert sind, kehrt
der Transporter durch die Bindung eines neuen Substratmoleküls in seinen Ausgangs-
zustand zurück und der Zyklus kann erneut durchlaufen werden. Im zweiten Transport-
zyklus haben die beiden Nukleotidbindungsdomänen allerdings ihre Rollen vertauscht
und die ATP-Hydrolyse findet jetzt in der N-Nukleotidbindungsdomäne statt.
3 . Der Antigenpeptid-Transportkomplex TAP
Aufgrund der Zugehörigkeit des TAP-Komplexes zur Proteinfamilie der ABC-
Transporter und der Kodierung beider Untereinheiten TAP1 und TAP2 im MHC-Klasse-
II-Genlokus wurde schon unmittelbar nach seiner Sequenzierung spekuliert, ob diese
Proteine die für die Assemblierung der MHC-Klasse-I benötigten Peptide in das ER
transportieren (Townsend & von Bodmer, 1989; Deverson et al., 1990; Monaco et al.,
1990; Spies et al., 1990; Trowsdale et al., 1990). Diese Hypothese wurde durch die
Beobachtung gestützt, daß sich auf der Oberfläche von TAP-Defektzellinien instabile,
also "leere" MHC-Klasse-I-Komplexe befinden (Townsend & von Bodmer, 1989;
Ljunggren et al., 1990; Townsend et al., 1990), während Zellen, die mit den fehlenden
TAP-Genen transfiziert wurden, Oberflächenexpression von peptidbeladenen MHC-
Klasse-I-Komplexen zeigen (Powis et al., 1991; Attaya et al., 1992). Mit Hilfe der im
ER-Lumen lokalisierten Glykosylierungsmaschinerie konnte schließlich direkt bewiesen
werden, daß Peptide TAP- und ATP-abhängig in das ER transportiert werden. So
wurden TAP-exprimierende und TAP-defiziente Zellen mit Streptolysin O, einem
Einleitung 10
bakteriellen Toxin, das in der Plasmamembran von Eukaryonten Poren bildet,
permeabilisiert und in An- und Abwesenheit von ATP mit radioaktiv markierten Peptiden
inkubiert, die eine N-Glykosylierungskonsensussequenz (NXS/T) trugen. Glykosylierte
und folglich in das ER transportierte Peptide wurden nach der Lyse der Zellen mit Hilfe
zuckerbindender Concanavalin A-Sepharose isoliert und über Radioaktivitätsmessung
quantifiziert (Neefjes et al., 1993; Androlewicz & Cresswell, 1994). Analoge
Experimente mit TAP-haltigen und TAP-freien Mikrosomen führten zu gleichen
Ergebnissen (Meyer et al., 1994). Einen weiteren Beweis für die Funktion des TAP-
Komplexes lieferte die ATP- und TAP-abhängige Beladung von ER-ständigen MHC-
Klasse-I-Molekülen mit radioaktiv markierten Peptiden (Androlewicz et al., 1993;
Shepherd et al., 1993). Zusätzlich wurde gezeigt, daß nur in Anwesenheit des TAP-
Komplexes und ATP peptidbindende Proteine im ER mit photoreaktiven Peptiden
markiert werden können (Lammert et al., 1997; Marusina et al., 1997; Spee & Neefjes,
1997). Diese indirekten Methoden zum Nachweis des Peptidtransports in das ER waren
notwendig, da neben dem Transportsystem TAP ein zusätzliches, nicht näher
charakterisiertes Peptidexportsystem existiert, das die Peptidakkumulation im ER
verhindert (Roelse et al., 1994).
Weitere Untersuchungen der ATP-Abhängigkeit des TAP-Komplexes zeigten, daß der
Transporter auch durch GTP, CTP und UTP energetisiert werden kann, während ADP
dazu nicht in der Lage ist (Meyer, 1996). Durch die Verwendung von nicht-hydrolysier-
baren ATP-Analoga wie AMP-PNP oder AMP-PCP wurde sichergestellt, daß nicht die
ATP-Bindung, sondern die ATP-Hydrolyse für die Transportaktivität des TAP-
Komplexes verantwortlich ist (Neefjes et al., 1993; Meyer et al., 1994). Vor kurzem
wurde in unserer Gruppe erstmals der Beweis erbracht, daß die ATP-Hydrolyse direkt
mit der Peptidbindung zusammenhängt. Nur in Gegenwart von Peptiden, die vom TAP-
Komplex als Substrat erkannt werden, konnte die Freisetzung von anorganischem
Phosphat aus ATP stimuliert werden (Gorbulev & Tampé, unveröffentlichte Daten).
Neben der Hydrolyse von ATP ist auch die folgende Dissoziation des TAP-ADP-
Phosphat-Komplexes entscheidend. So blockiert das zum Phosphation strukturanaloge
Vanadat die Funktion von TAP, indem es durch seine hohe Affinität zur Phosphat-
bindungsstelle die Dissoziation dieses Komplex verhindert (Meyer, 1996).
Die Beteiligung weiterer Proteine an der TAP-abhängigen Peptidtranslokation ist
unwahrscheinlich wie die funktionale, heterologe Expression von humanem
Antigenpeptid-Transporter TAP in Spodoptera frugiperda (Sf9) Insektenzellen (Meyer et
al., 1994) und in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Urlinger et al., 1997) zeigt, denen
die Faktoren eines hochentwickelten Säugerimmunsystems fehlen. Die Anwesenheit
beider Untereinheiten TAP1 (748 AS, berechnet 81 kDa) und TAP2 (686, berechnet
75 kDa) ist dagegen für die Funktion des TAP-Komplexes essentiell (Kelly et al., 1992;
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Spies et al., 1992; Neefjes et al., 1993; Meyer et al., 1994). Zwischen TAP1 und TAP2
wurde eine Sequenzhomologie von 60 % für die Nukleotidbindungsdomänen gefunden,
während die Transmembrandomänen nur eine Homologie von 30 % aufweisen. Hydro-
phobizitätsberechnungen ergaben sechs bis zehn Transmembranhelizes für TAP1 und
TAP2 (Momburg et al., 1996; Nijenhuis & Hämmerling, 1996b; Elliott, 1997; Tampé et
al., 1997) (Abb. 4). Zum eigentlichen Kern der Transmembrandomäne werden
allerdings nur die jeweils sechs C-terminalen Transmembranhelizes gerechnet, da die































































Abb. 4 Membrantopologie des TAP-Komplexes
Die Transmembranhelizes (TM), die auch in anderen ABC-Transportern gefunden werden, sind als Zylinder
dargestellt. Transmembrandomänen, die ausschließlich für TAP1 bzw. TAP2 vorhergesagt werden, sind
als einfache Linien durch die Membran angedeutet. Das offene Rechteck symbolisiert die EAA-Region.
ATP wird durch die Walker A und B Motive gebunden. In Analogie zu anderen ABC-Transportern wird
vermutet, daß die Kommunikation zwischen den Nukleotidbindungs- und Transmembrandomänen über die
C-Loops und die EAA-Regionen erfolgt wie durch den Pfeil verdeutlicht wird. Bereiche, die an der Peptid-
bindung beteiligt sind, sind durch dicke Linien bzw. durch gefüllte Zylinder hervorgehoben (abgewandelt
nach Abele & Tampé, 1999).
Die Peptidbindungstasche wird von TAP1 und TAP2 gemeinsam gebildet. Sowohl TAP1
als auch TAP2 lassen sich mit photoreaktiven Peptiden ATP-unabhängig markieren
(Nijenhuis et al., 1996a; Nijenhuis & Hämmerling, 1996b). Durch Experimente mit
photoreaktiven radioaktiv markierten Peptiden konnten einige diskrete Regionen innerhalb
der Transmembrandomänen von TAP1 und TAP2 eingegrenzt werden, die an der Peptid-
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bindung beteiligt sind. Nach der partiellen Hydrolyse des TAP-Komplexes ließen sich die
markierten TAP-Fragmente mit Hilfe von regiospezifischen Antikörpern identifizieren.
Demnach sind neben den zum Zytosol orientierten, C-terminalen Schleifen von TAP1 und
TAP2 die TM5 und TM6 von TAP1 sowie die TM4, TM5 und TM6 von TAP2 an der
Peptidbindung beteiligt (Abb. 4). Aufgrund der Bedeutung der zytosolischen Seite der
Transmembranhelizes wird spekuliert, daß diese eine Membranpore formen, an deren
Öffnung die Peptide ATP-unabhängig binden, bevor sie ATP-abhängig durch die
Membran transportiert werden.
Über den Transportmechanismus des TAP-Komplexes oder über potentielle Intermediate
innerhalb des Transportzyklusses ist sehr wenig bekannt. Untersuchungen des TAP-
Komplexes bei verschiedenen Temperaturen zeigten, daß der Transportprozeß unterhalb
15°C auf der Stufe der Peptidbindung quasi eingefroren werden kann. Die Peptidbindung
ist im Gegensatz zum Peptidtransport ATP-unabhängig. So konnte sowohl die ATP-
unabhängige kovalente Markierung des TAP-Komplexes mit photoreaktiven Peptiden
(Androlewicz & Cresswell, 1994; Nijenhuis et al., 1996a) als auch die spezifische
Peptidassoziation an TAP-haltige Mikrosomen nachgewiesen werden (van Endert et al.,
1994; Uebel et al., 1995). Deswegen wird von einem Minimalmodell für den TAP-
vermittelten Peptidtransport ausgegangen. Demzufolge setzt sich der Peptidtransport aus
einem ATP-unabhängigen Peptidbindungsschritt und einem ATP-abhängigen Peptid-













Abb. 5 Minimalmodell für den TAP-vermittelten Peptidtransport
Der TAP-vermittelte Peptidtransport besteht aus einem ATP-unabhängigen Peptidbindungsschritt und
einem ATP-abhängigen Peptidtranslokationsschritt. Die Kugeln deuten die Nukleotidbindungsdomänen
an, während der Zylinder die Transmembrandomänen repräsentiert.
Ein auffälliges Charakteristikum des TAP-Komplexes ist die große Zahl verschiedener
Peptide, die transportiert werden können (Uebel et al., 1997). Dies ist entscheidend, um
das Repertoir der präsentierten Antigene nicht durch die Antigenprozessierung zu
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limitieren (Uebel & Tampé, 1999). Der Antigenpeptid-Transporter transportiert Peptide
mit einem Längenoptimum zwischen acht und zwölf Aminosäuren (Koopmann et al.,
1996), während Peptide mit acht bis sechzehn Aminosäuren bevorzugt gebunden werden
(van Endert et al., 1994). Eine ähnliche Längenverteilung zeigen die Peptide (8-10 AS),
die von MHC-Klasse-I-Molekülen gebunden werden (Falk et al., 1990; Falk, et al.,
1991; Engelhard, 1994; Rammensee et al., 1995). Darüberhinaus haben Untersuchungen
mit kombinatorischen Peptidbibliotheken ergeben, daß lediglich die Aminosäuren an den
ersten drei N-terminalen und an der C-terminalen Position die Bindungsaffinität beein-
flussen. Die Seitenreste an den übrigen Positionen haben nur einen geringen Einfluß auf
die Substraterkennung. An den Positionen 1 und 2 werden basische Aminosäuren
bevorzugt, während aromatische Aminosäuren an Position 3 die Affinität zum TAP-
Komplex erhöhen. Saure Reste an den Positionen 1 oder 3 und besonders ein Prolinrest
an Position 2 reduzieren die Bindungsaffinität. Am C-Terminus werden aromatische und
basische Aminosäuren bevorzugt (Uebel et al., 1997; Uebel & Tampé, 1999). Der
Einfluß des Peptidrückgrats wurde mit Hilfe von Peptidbibliotheken untersucht, die D-
Aminosäuren enthielten. Demzufolge reduzieren D-Aminosäuren die Bindungsaffinität
ausschließlich, wenn sie an den ersten drei N-terminalen bzw. der C-terminalen Position
eingebaut werden (Uebel et al., 1997). Zusätzlich zeigt sich, daß ein freier N- und C-
Terminus strikte Voraussetzung für die Substraterkennung durch den TAP-Komplex
darstellt (Momburg et al., 1994; Schumacher et al., 1994). Aufgrund der vorliegenden
Daten wird davon ausgegangen, daß der TAP-Komplex Peptide hauptsächlich über das
Peptidrückgrat der ersten drei N-terminalen Aminosäuren sowie der C-terminalen Amino-
säure und die Amino- bzw Carboxylgruppe der Termini bindet. Für die Aminosäuren
zwischen den ersten drei und der letzten Position wurden kaum sterische Restriktionen
gefunden. Dies wird zusätzlich dadurch unterstrichen, daß der TAP-Komplex sogar
verzweigte Peptide mit einer Seitenkettenlänge bis zu 20 Aminosäuren bindet (Grommé et
al., 1997). Auch Peptide mit artifiziellen räumlich anspruchsvollen Seitenketten wie
Fluorophoren (Uebel et al., 1995; Blevitt et al., 1999) oder Goldklustern mit einem
Durchmesser von 1,4 nm (Neumann und Tampé, unveröffentlichte Daten) werden vom
Antigenpeptidkomplex als Substrat erkannt.
4 . Einfluß viraler Faktoren auf den TAP-Komplex
Der durch MHC-Klasse-I-Moleküle vermittelte Zweig des Immunsystems ist eine sehr
effiziente Waffe gegen intrazelluläre Pathogene wie z.B. Viren. So ist es nicht über-
raschend, daß Viren im Laufe der Evolution Strategien entwickelt haben, der Immunüber-
wachung zu entgehen. Während kleinere Viren, die nur eine begrenzte Zahl von Genen in
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ihrem Kapsid transportieren, ihre Immunerkennung hauptsächlich durch eine hohe
Mutationsrate erschweren, exprimieren größere Viren Proteine, die direkt mit einzelnen
Komponenten des Immunsystems interagieren und deren Funktion modulieren (Abb. 6).






































Abb. 6 Virale Strategien zur Blockierung der Antigenpräsentierung durch
MHC-Klasse-I-Moleküle
Zahlreiche Viren kodieren für Proteine (lila), die mit der Antigenpräsentierung durch MHC-Klasse-I-
Moleküle interagieren. Die Bindung, der von dem humanpathogenen Zytomalievirus (HCMV) kodierten
Proteine US2 und US11, an die naszierende schwere Kette des MHC-Klasse-I-Moleküls führt zu ihrer
Mislokation in das Zytosol. Das HCMV-Protein US3 und das Adenovirusprotein E3/19K binden MHC-
Klasse-I-Moleküle und bewirken deren ER-Retention. Zusätzlich bindet E3/19K an Tapasin und verhindert
die Assemblierung des Beladungskomplexes. Das HCMV-kodierte Protein UL18 wird in Assoziation mit
der β2-m-Kette und einem Peptid auf die Zelloberfläche transportiert, um natürlichen Killerzellen eine
MHC-Klasse-I-Oberflächenexpression vorzutäuschen. Das Herpes Simplex Virus (HSV) Protein ICP47
und das HCMV-Protein US6 inhibieren den Antigenpeptid-Transporter TAP.
So bindet das Adenovirus E3-kodierte 19 kDa Protein E3/19K an MHC-Klasse-I-
Moleküle und verhindert ihre Präsentation auf der Zelloberfläche (Andersson et al., 1985;
Burgert & Kvist, 1985). Das E1a-Protein aus dem Adenovirusstamm Ad12 inhibiert
dagegen die MHC-Klasse-I-Expression, indem es die Bindung des Transkriptionsfaktors
NFκB an das sogenannte H2TF1 Element der Klasse-I-Promotorregion erschwert (Meijer
et al., 1992). Die Expression der Gene US2 und US11 des humanpathogenen
Zytomegalieviruses (HCMV) führt zu einem retrograden Transport der schweren Kette
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des MHC-Klasse-I-Moleküls in das Zytosol, wo sie vom Proteasomkomplex degradiert
wird (Wiertz et al., 1996a; Wiertz et al., 1996b). Das HCMV-Genprodukt US3 bindet an
MHC-Klasse-I-Moleküle und verhindert deren Transport auf die Zelloberfläche (York &
Rock, 1996). Weil Zellen mit einer fehlenden MHC-Klasse-I-Oberflächenexpression von
sogenannten natürlichen Killerzellen lysiert werden, kodiert HMCV zusätzlich für das
Protein UL18, das große Homologien zur schweren Kette des MHC-Klasse-I-Moleküls
aufweist. Nach der Assoziation der β2-m-Kette und der Bindung eines antigenen Peptids
wird dieser MHC-Klasse-I-ähnliche Komplex auf die Zelloberfläche transportiert, um
dort natürlichen Killerzellen eine MHC-Klasse-I-Oberfächenbelegung vorzutäuschen,
ohne gleichzeitig zytotoxische T-Zellen zu aktivieren (Fahnenstock et al., 1995).
Aufgrund der entscheidenden Rolle des Antigenpeptid-Transporters innerhalb der
Antigenprozessierung ist es nicht erstaunlich, daß auch der TAP-Komplex Ziel von
viralen Immunmodulatoren ist. Die Infektion von humanen Fibroblasten mit Herpes
Simplex Viren (HSV) führt zu einer verringerten Oberflächenexpression von MHC-
Klasse-I-Molekülen. Ähnlich wie in TAP-negativen Zellen akkumulieren peptid-
unbeladene MHC-Klasse-I-Moleküle im ER und im cis-Golgi (Hill et al., 1994; York et
al., 1994). Mit Hilfe von Mutagenesestudien konnte das aus 88 Aminosäuren bestehende,
zytosolische HSV-Polypeptid ICP47 (infected cell protein 47), das in der Frühphase der
Infektion exprimiert wird, für den scheinbaren Mangel an Peptiden im ER verantwortlich
gemacht werden. So führt die Infektion mit ICP47-negativen HSV-Mutanten zu einer
normalen Oberflächenexpression von peptidbeladenen MHC-Klasse-I-Molekülen,
während auf der Oberfläche von Zellen, die mit rekombinanten ICP47-kodierenden
Adenoviren infiziert wurden, deutlich weiniger MHC-Klasse-I-Moleküle gefunden
werden (York et al., 1994). Tatsächlich konnte gezeigt werden, daß ICP47 den TAP-
vermittelten Peptidtransport in das ER von Streptolysin O permeabilisierten Zellen
inhibiert, indem es direkt an den TAP-Komplex bindet (Früh et al., 1995; Hill et al.,
1995). So läßt sich mit Antikörpern gegen TAP1 ein Komplex aus TAP1, TAP2 und
ICP47 präzipitieren. Andererseits kann TAP1 und TAP2 mit einem Antikörper gegen
ICP47 gefällt werden. Die Bindungstasche für ICP47 wird von TAP1 und TAP2 gemein-
sam gebildet, da die Kopräzipitation des TAP-Komplexes und ICP47 nur in Gegenwart
beider TAP-Untereinheiten beobachtet werden kann. ICP47 repräsentierte den ersten
bekannten, natürlichen Inhibitor eines ABC-Transporters. In vitro Studien zeigten, daß
ICP47 den Peptidbindungsschritt an den TAP-Komplex blockiert (Ahn et al., 1996a;
Tomazin et al., 1996). So wird die Peptidassoziation an TAP-haltige Mikrosomen und die
Markierung des TAP-Komplexes mit photoreaktiven Peptiden inhibiert, während die
kovalente Kopplung von photoreaktivem ATP an den TAP-Komplex unbeinflußt bleibt.
Da die ICP47-Bindung an den Antigenpeptid-Transporter in Gegenwart einer hohen
Peptidkonzentration verhindert wird, ist anzunehmen, daß ICP47 und Peptide um die
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gleiche Bindungsstelle kompetitieren. ICP47 wird nicht in das ER transportiert. Weder
mit Hilfe von Glykosylierungsanalysen noch sogenannter Protease Protection Assays
konnte gezeigt werden, daß ICP47 in das ER-Lumen gelangt. Die hohe Bindungsaffinität
von ICP47 zum humanen TAP-Komplex (Kd
 
= 42-52 nM), die um das zwei- bis fünf-
fache höher liegt als die der transportierten Peptide, erklärt die effektive Blockierung der
Antigenprozessierung in HSV-infizierten humanen Zellen. Die Oberflächenexpression
von MHC-Klasse-I-Molekülen auf HSV-infizierten murinen Zellen ist dagegen nicht
reduziert (Jennings et al., 1985; York et al., 1994). Die Transfektion von ICP47-
exprimierenden humanen HeLa-Zellen mit murinem Antigenpeptid-Transporter führt
sogar zu einer Normalisierung der Präsentation von MHC-Klasse-I-Molekülen (Früh et
al., 1995). Diese deutliche Speziesspezifität von ICP47 hat seine molekulare Ursache in
einer 50 bis 100-fach schwächeren Bindungsaffinität gegenüber murinem TAP-Komplex
(Ahn et al., 1996b).
Neben dem HSV blockiert auch der HCMV den TAP-Komplex. Das Genom des HCMV
kodiert für ein ganzes Arsenal von Proteinen, die die Antigenprozessierung beeinflussen.
Um neben den bereits bekannten Immunsuppressoren US2, US3, US11 und UL18
weitere Proteine zu identifizieren, die die Immunerkennung des HCMV erschweren,
wurden alle offenen Leserahmen der US-Region in HeLa bzw. HLA-A2- 293 Nieren-
zellen exprimiert (Hengel et al., 1997; Ahn et al., 1997). Die Synthese des 21 kDa ER-
ständigen Transmembranglykoproteins US6 führte zu einer Reduktion der Oberflächen-
expression von MHC-Klasse-I-Molekülen und der Anhäufung von unbeladenen MHC-
Klasse-I-Proteinen im ER und im cis-Golgiapparat. Koimmunopräzipitationsexperimente
mit Antikörpern gegen US6 belegten, daß US6 an den Komplex aus TAP1, TAP2,
Tapasin, der schweren Kette des MHC-Klasse-I-Moleküls, β2-m und dem Chaperon
Calreticulin bindet. Vergleichbar zu ICP47 unterbricht US6 die Peptidversorgung der
MHC-Klasse-I-Moleküle, indem es den TAP-vermittelten Peptidtransport in das ER
inhibiert. Im Gegensatz zu ICP47 blockiert US6 allerdings nicht den Peptidbindungs-
schritt des Antigenpeptid-Transporters von der zytosolischen Seite, sondern verhindert
den Peptidtransport durch eine noch nicht näher charakterisierte Wechselwirkung mit den
ER-luminalen Domänen des TAP-Komplexes (Hengel et al., 1997; Ahn et al., 1997).
Das Epstein-Barr-Virus (EBV) greift in das Kommunikationssystem des Immunsystems
ein, das durch die Proteinklasse der Zytokine reguliert wird. Zu diesen werden die
Interleukine und Interferone gezählt. So kodiert die Genregion BCRF1 für ein virales
Protein (virales Interleukin-10, vIL-10), das 84 % Sequenzhomologie zu humanem
Interleukin-10 (hIL-10) aufweist (Vieira et al., 1991). Das vIL-10 übernimmt teilweise
die Aufgaben des hIL-10 und moduliert auf diese Weise die Immunantwort. Neben der
Hemmung der Zytokinsynthese (de Waal Malefyt et al., 1991) und der Aktivitäts-
erniedrigung der für das Immunsystem wichtigen Makrophagen (Moore et al., 1993)
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führt vIL-10 zu einer drastisch reduzierten Transkriptionseffizienz des TAP1-Gens.
Transportstudien zeigten, daß die verringerte Anzahl funktionaler TAP-Komplexe eine
direkte Auswirkung auf die Menge der transportierten Peptide und die Oberflächen-
expression von MHC-Klasse-I-Molekülen hat (Zeidler et al., 1997).
Kürzlich wurde entdeckt, daß auch das Adenovirus E3-kodierte Protein E19 neben seiner
Funktion, MHC-Klasse-I-Moleküle im ER zurückzuhalten, auch die Peptidbeladung
dieser Proteine stört. Mit Hilfe von Immunoprezipitationsstudien wurde gezeigt, daß E19
unabhängig an den TAP-Komplex und an MHC-Klasse-I-Moleküle bindet und dabei die
Assemblierung des Beladungskomplexes verhindert (Bennett et al., 1999).
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5. Motivation und Zielsetzung
In der vorliegenden Dissertation sollten zwei Fragestellungen bearbeitet werden. Das erste
Teilprojekt befaßte sich mit der Bildung des Peptid-TAP-Komplexes, während sich das
zweite Teilprojekt mit dem HSV-kodierten TAP-Inhibitor ICP47 beschäftigte.
5.1 Assemblierung des Peptid-TAP-Komplexes
Die Peptidbindung bildet den initialen Schritt für den Transportzyklus des Antigenpeptid-
Transporters TAP. Zusätzlich ist dieser Schritt für die Substraterkennung verantwortlich.
Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollte die Assoziation des Peptid-TAP-
Komplexes im Detail analysiert werden. Es sollte eine Technik entwickelt werden, die die
Beobachtung der Peptid-TAP-Wechselwirkung in Echtzeit und unter homogenen
Bedingungen erlaubt. Auf diese Weise wurde erhofft folgende Fragen zum Transport-
mechanismus des Antigenpeptid-Transporters beantworten zu können. Welche
molekularen Vorgänge liegen diesem Prozeß zugrunde? Welcher Kinetik folgt die Peptid-
bindung? Was sind die treibenden Kräfte für die Formierung des Peptid-TAP-
Komplexes? Gibt es essentielle Zwischenstufen? Hat die Bildung des Peptid-TAP-
Komplexes weitere Funktionen innerhalb des Transportzyklusses? Können die moleku-
laren Ursachen für die erstaunliche Substratdiversität des Antigenpeptid-Transporters
geklärt werden?
5.2 Der virale TAP-Inhibitor ICP47
Das 88 Aminosäuren lange Polypeptid ICP47 des Herpes Simplex Virus (HSV) blockiert
den Peptidbindungsschritt des Antigenpeptid-Transporters TAP und verhindert so die
Immunerkennung HSV-infizierter Zellen. In diesem Teilprojekt wurde nach essentiellen
Regionen, strukturellen Aspekten und nach den molekularen Wirkprinzipien des viralen
TAP-Inhibitors gefragt. Welche Sequenzabschnitte sind für die Aktivität von ICP47
entscheidend? Welche Aminosäuren sind essentiell? Gibt es ein kleinstes aktives
Fragment, eine aktive Domäne von ICP47? Welche Struktur hat ICP47? Welche Rolle
spielt die Struktur bei der Blockierung des TAP-Komplexes?
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B. Material und Methoden
1. Material
1.1 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme
Acetonitril (gradient grade) Merck











IgG (aus Rind) Sigma






Micro-BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce
Molekulargewichtsstandard, prestained BioRad









Trifluoressigsäure (protein sequencing grade) Sigma
Trifluorethanol Sigma
Trypan Blue Stain Sigma
Tyrosin Sigma
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Falls nicht anders verzeichnet, wurden alle Chemikalien im höchsten Reinheitsgrad von
Merck, Sigma oder Fluka bezogen.
Die verwendeten Peptide wurden von W. Kraas in der Gruppe von Prof. Jung (Institut
für Organische Chemie, Eberhard Karls Universität Tübingen), von der Peptidsynthese-
einrichtung des Max-Planck-Instituts für Biochemie in Martinsried oder von Dr. M.
Krause am Institut für Molekularbiologie und Tumorforschung der Philipps-Universität
Marburg nach der Fmoc-Methode synthetisiert.
1.2 Verbrauchsmaterial
ECL-Hyperfilm Amersham
Einmal-Plastiksäulen (10 ml) BIO-RAD
Einmal-Spritzen (1 ml) Braun
Filter (0,45 µm, Acetonitril beständig) Millipore
Filteraufsatz für 1 ml Einwegspritzen Millipore
  (Filter Typ HV, Porengröße 0,45 µm)
IODO-GEN Precoated Iodination Tubes Pierce
Kanülen (0,45 mm) Braun
Kanülen (0,60 mm) Braun
Zellkulturflaschen Nuncolon
Nitrozellulosemembran (0,45 µm ) Schleicher und Schuell
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1.3 Puffer
Alle Puffer wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt.
4x Auftragspuffer: 200 mM Tris/HCl (pH 6,8)
40 % (v/v) Glyzerin
8 % (w/v) SDS
0,06 % (w/v) Bromphenolblau
80 mM DTT
Bindungspuffer: 5 mM MgCl2
1 mM DTT
  in PBS (pH 7,4)
Blockpuffer: 7 % (w/v) Magermilchpulver
0,05 % (v/v) Tween 20
0,05 % (w/v) NaN3
  in TBS-Puffer
Entwicklerlösung: 100 ml 2,5 % Na2CO3
40 µl Formaldehyd
Färbelösung: 80 ml 10 % (NH4)2SO4
2 % H3PO4
20 ml Methanol
1 ml 5 % Coomassie G
  in Wasser
Fixierlösung: 30 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsäure




50 mM Tris/HCl (pH 7,4)
Konditionierer: 30 ml Ethanol
20 ml 2 M NaOAc (pH 6,0)
2 ml 25 % Glutaraldehyd
100 mg NaS2O3 x 5H2O
48 ml Wasser




50 mM Tris/HCl (pH 7,4)
Material und Methoden 22
PBS: 150 mM NaCl
1,3 mM KCl
10 mM Na2HPO4 / NaH2PO4
    Der pH-Wert wurde durch
  das Verhältnis Na2HPO4/
  NaH2PO4 eingestellt.






Stopplösung (Silberfärbung): 10 % (v/v) Essigsäure
Stoppuffer (Iodierung): 2,4 mg/ml Natiummetasulfit
10 mg/ml Tyrosin (gesättigte Lsg.)
10 % (v/v) Glyzerin
  in PBS (pH 7,4)




TBS-Puffer: 10 mM Tris/HCl (pH 7,5)
150 mM NaCl
TBS-T-Puffer: 0,05 % (v/v) Triton X-100
  in TBS-Puffer
TCA-Fix: 15 % (w/v) TCA
50 % (v/v) Methanol
Transferpuffer: 39 mM Glyzerin
48 mM Tris
0,037 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol
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1.4 Geräte
Brutschränke Heraeus
CD-Spektrometer ISA Jobin Yvon
  (Auto. Dichrograph
    Mark IV)
Douncer-Homogenisator (30 ml) Braun Melsungen
Douncer-Homogenisator (10 ml) Braun Melsungen
Entwicklermaschine AGFA (Curix 60)
Fluoreszenz-ELISA-Meßgerät bmG (POLARstar Galaxy)
Fluoreszenzspektrometer Instruments S.A., HORIBA
  Group (FLUOROLOG-3)
Geldokumentationssystem Amersham-Pharmacia
  (Hoefer SE 660)
γ−Zähler (MR480) Packard (Cobra II)
Hämatozytometer Brand
HPLC-Anlage Kontron
Mikro-HPLC-System (SMART-System) Pharmacia BiotechMikroskop
Mikroskop Zeiss (Axiovert 10)
Milli-Q-Wasser deionisierungsanlage Millipore
Multipipette Millipore
Quarzküvette (200 µl)  Hellma
  für CD-Spektroskopie   
Quarzküvette (500 µl) für Fluoreszenz- Hellma
  und UV/Vis-Spektroskopie
Quarzdreiecksküvette (1ml) für Fluoreszenz- Hellma
  spektroskopie
Reversed-phase-Säule, analytisch Pharmacia Biotech
  (µRPC C2/C18 SC 2.1/10)
Reversed-phase-Säule, präparativ Kontron
  (Kontrosorb10 C18)
Rotoren für Ultrazentrifugation Beckman (SW 28.1, Ti 50)
Schüttelinkubatoren Infors AG (HT)
Semidry-Blot-Apparatur Eigenbau (Werkstatt des
  Max-Planck Instituts für
  Biochemie, Martinsried)
Sicherheitswerkbank Heraeus Instruments
  (Hera safe)
Speed Vac-Konzentrator Buchofer
Spektralphotometer (UV/Vis) Perkin Elmer (Lambda 2)
Suspensionszellkulturflaschen Technomara
Tank-Blot-Apparatur Eigenbau (Werkstatt des
  Max-Planck Instituts für
  Biochemie, Martinsried)
Thermomixer Epppendorf (5430)
Ultraschallgenerator Branson (Sonifier 250)
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Ultrazentrifuge Beckman
  (TLA-100, L8-60M)
UV/Vis-Spektrometer Pharmacia Biotech
  (Ultrospec 3000)
Vakuumstation (Multiscreen Filtration System) Millipore
Waagen Sartorius
Wasseraufbereitungsanlage Millipore (Milli-Q UF Plus)
Zentrifugen Eppendorf (5415C, 5403),
Heraeus
  (Omnifuge 2.ORS)
2. Zellkultur
Zur TAP-Expression wurden Sf9-Insektenzellen (Spodoptera frugiperda) mit
rekombinanten Bakuloviren infiziert, die die Gene für humanes (His)6TAP1 und TAP2
enthielten (Meyer et al., 1994). Die Insektenzellen wurden in SF900 II Medium kultiviert,
das mit 10 % (w/v) fötalem Kälberserum (fetal calf serum, FCS), 0,1 % (v/v) Pluronic
F-68 und 100 U/ml Penicillin/Streptavidin supplementiert worden war.
2.1 Kultivierung von Insektenzellen
600 ml einer Sf9-Insektenzellsuspension wurden in 1,8 l Fernbachkolben bei 27°C und
einer Zelldichte von 0,3 bis 2,5 x 106 Zellen/ml kultiviert. Um das Absetzen der Zellen zu
verhindern, wurde die Suspension mit einer Geschwindigkeit von 60 rpm in einem
Schüttelinkubator geschwenkt. Die Zelldichte wurde nach dem Anfärben der Zellen mit
Trypan-Blue-Stain in einem Hämozytometer bestimmt.
2.2 Amplifikation von Bakuloviren
Um Bakuloviren zu amplifizieren, wurden 600 ml der Zellsuspension (1,3 106
Zellen/ml) mit 1,5 ml eines high titer Virusstocks infiziert. 7 bis 14 Tage post infection
(p.i.) wurden die Zellen abzentrifugiert (10 min, 200 x g, 4°C). Der virushaltige
Überstand wurde bei 4°C unter Lichtausschluß gelagert.
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2.3 TAP-Expression
Um den TAP-Komplex zu exprimieren, wurden 600 ml Insektenzellkultur (1,6 bis
2,0 106 Zellen/ml) mit 50 ml eines high titer Stocks von rekombinanten Bakuloviren
infiziert. 72 h p.i. erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation (10 min, 1000 x g, 4°C).
Das Zellpellet wurde einmal mit eiskaltem PBS (pH 7,4) gewaschen und bei -20°C
gelagert (Meyer et al., 1994). Nach erfolgreicher Expression machte TAP einen Anteil
von 0,2 bis 2 Gewichtsprozent des mikrosomalen Proteins aus. Für Kontrollexperimente
wurden Insektenzellen analog mit Wildtyp-Bakuloviren infiziert.
3. Synthesen und Reinigungsverfahren
3.1 Reinigung von Peptiden
Die Rohprodukte aus der Peptidsynthese sowie die Produkte von Peptidmodifikationen
wurden mit Hilfe von reversed-phase-Chromatographie gereinigt. Für kleine
Peptidmengen (< 0,5 mg) wurden analytische C2/C18-reversed-phase-Säulen für das
SMART-System verwendet. Große Mengen Peptids (> 0,5 mg) wurden mit Hilfe einer
präparativen C18-reversed-phase-Säule und einer HPLC-Anlage aufgereinigt. Zur Elution
der Substanzen wurde ein Gradient aus Milli-Q-Wasser (0,1 % (v/v) TFA) und Aceto-
nitril (0,1 % (v/v) TFA) verwendet. Alle in der HPLC eingesetzten Lösungen wurden
vor Gebrauch entgast und filtriert (0,45 µm Porengröße). Die Steilheit der Gradienten
wurde dem Elutionsverhalten der zu trennenden Stoffe angepasst. Während das SMART-
System nur mit einem UV/Vis-Detektor ausgerüstet ist, stand für die präparative HPLC-
Anlage zusätzlich ein Fluoreszenzdetektor zur Verfügung. Das Lösungsmittel wurde im
Vakuum abgezogen und die Peptide in einem geeigneten Puffer aufgenommen. Die
Konzentration der Peptide wurde spektroskopisch (s. B.4.3.1) oder nach der BCA-
Methode bestimmt (s. B.4.3.2). Die Identität aller Produkte wurde mit Hilfe der
Massenspektrometrie in den Gruppen von Prof. Dr. F. Lottspeich (Max-Planck-Institut
für Biochemie, Martinsried) bzw. Prof. Dr. R. Thauer (Max-Planck-Institut für
terrestrische Mikrobiologie, Marburg) überprüft.
Material und Methoden 26
3.2 Synthese von Fluoreszein-markierten Peptiden
Verschiedene Peptide wurden mittels regiospezifischer Thiolchemie mit dem Fluorophor
Fluoreszein markiert. Hierfür wurde 1 mM des cysteinhaltigen Peptids mit 1,2 mM des
sulfhydrylspezifischen 5-Iodacetamidofluoreszeins bei RT in PBS (pH 6,5), 20 % DMF
inkubiert. Nach 2 h Reaktionszeit waren die Cysteinreste quantitativ zu Cystein-
acetamidofluoreszein (Φ) umgesetzt. Die Kontrolle des Reaktionsverlaufs und die
Reinigung erfolgte über reversed-phase-Chromatographie (s. B.3.1).
3.3 Iodierung von Peptiden
3.3.1 Chloramin-T-Methode nach McConahey
Um Tyrosinreste von TAP-Liganden mit 125Iod zu markieren (*Y), wurden 15 nmol des
Peptids mit 1 mCi Na125I und 0,1 mg Chloramin-T in 90 µl 100 mM Natrium-
phosphatpuffer (pH 7,4) 1 min bei RT umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
90 µl Stoppuffer beendet.
Die 125Iod-markierten Peptide wurde mit Hilfe von Gelfiltration gereinigt. Dazu wurden
4 g trockenes Sephadex G10 Material (Säulenvolumen von 8 ml) in 15 ml PBS (1 %
(w/v) gegen PBS dialysiertes BSA, pH 7,4) aufgeschlämmt und in eine 10 ml Einmal-
Plastiksäule gepackt. Nach Äquilibrierung der Säule mit 10 ml 200 mM Natrium-
phosphatpuffer (pH 7,4) wurde der Iodierungsansatz auf die Säule aufgetragen und mit
500 µl Aliquots 200 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) eluiert. Die Radioaktivität der
Fraktionen wurde in einem γ-Zähler quantifiziert und die Peptidkonzentration der
Fraktionen anhand der verwendeten Peptidmenge berechnet. Iodierte Peptide wurden bei
4°C gelagert und blieben über 2 Wochen stabil.
3.3.2 Chloramin-T-beschichtete Reaktionsgefäße
Um zu verhindern, daß das hydrophobe ICP47 und seine Derivate irreversibel an das
Gelfiltrationsmaterial adsorbieren, wurde alternativ in Chloramin-T-beschichteten Glas-
reaktionsgefäßen iodiert. Dazu wurden 1,5 nmol ICP47 bzw. seine Derivate in 150 µl
PBS (pH 7,4) aufgenommen und in ein sogenanntes IODO-GEN Precoated Iodination
Tube überführt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 µl Na125I (0,1 mCi) gestartet
und nach 20 min Inkubation bei RT durch Überführen der ICP47-Lösung in ein
Eppendorfgefäß gestoppt. Überschüssiges Iod wurde durch Zugabe eines Volumen-
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äquivalents 2 mg/ml Tyrosin, 2mM NaI in PBS (pH 7,4) abgefangen. Das iodierte
ICP47 wurde bei 4°C gelagert und blieb über 2 Wochen stabil.
4 . Biochemische Methoden
4.1 Vesikelpräparation
Die Sekundärstruktur von ICP47 wurde in Gegenwart von Vesikeln unterschiedlicher
Lipidzusammensetzung untersucht. Dazu wurden die Lipide in Chloroform/Methanol
(3/1) gelöst, das Lösungsmittel im Stickstoffstrom verblasen und der entstandene Lipid-
film im Vakuum getrocknet. Anschließend wurden die Lipide oberhalb ihrer Phasen-
übergangstemperatur mit 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) rehydratisiert und mit
einer Frequenz von 20 kHz und einer Generatorleistung von 40 W 6 min mit Ultraschall
behandelt (5 min Pulsdauer 50 %, 1 min Pulsdauer 100 %). Um die Vesikel von
Metallkontaminationen zu befreien, wurden sie einmal pelletiet (10 min, 23.000 x g, RT)
und erneut in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) aufgenommen.
4.2 Mikrosomenpräparation
Die Untersuchung des TAP-Komplexes wurde an TAP-haltigen Mikrosomen
durchgeführt. Dazu wurden Mikrosomen aus Insektenzellen isoliert, die mit
rekombinanten Bakuloviren infiziert worden waren. 2 ml Zellpellet wurden in 5 ml
Kavitationspuffer (1 mM DTT, 1:100 Protease-Inhibitormix) aufgenommen und in einem
Douncer-Homogenisator durch 30-maliges Betätigen des Stempels aufgeschlossen. Der
Vorgang wurde unter Eiskühlung durchgeführt. Durch Zentrifugation (4 min, 200 x g,
4°C; anschließend 8 min, 700 x g, 4°C) wurden die Zellkerne und nicht-lysierte Zellen
abgetrennt. Der Überstand wurde in Ultrazentrifugationsröhrchen (SW 28.1 Rotor) mit
dem 5,5-fachen Volumen 2,5 M Sucrose (1 mM DTT, 1:100 Protease-Inhibitormix)
vermischt und mit 8 ml 2 M Sucrose-Puffer, 5 ml 1,3 M Sucrose-Puffer und 3 ml
Kavitationspuffer überschichtet. Nach der Ultrazentrifugation (über Nacht, 85.000 x g,
4°C) in einem SW 28.1 Rotor wurde die trübe Fraktion zwischen der 2 M und 1,3 M
Sucrose-Schicht abgenommen, 1:1 mit PBS (1 mM DTT, pH 7,4) verdünnt und in
einem Ti 50 Rotor pelletiert (20 min, 100.000 x g, 4°C). Das Pellet wurde in PBS
(1 mM DTT, pH 7,4) resuspendiert, die Mikrosomen mit einem Douncer-Homogenisator
vereinzelt, portioniert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Mikrosomen
konnten bei -80°C mehrere Monate gelagert werden. Die Gesamtproteinmenge wurde mit
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Hilfe der Absorption bei 280 nm (s. B.4.3.1) oder der BCA-Methode (s. B.4.3.2)
bestimmt. Der TAP-Gehalt wurde mit einem Peptidsättigungsbindungsexperiment (s.
B.4.7.1) ermittelt.
4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
4.3.1 Absorptionspektroskopie
Die Konzentration von Fluoreszein-markierten Peptiden wurde mit Hilfe der Absorptions-
spektroskopie bestimmt. Dazu wurde die Absorption bei 492 nm gemessen und die




                 Gleichung 1
Abs Absorption bei Absorptionsmaximum
ε Extinktionskoeffizient
l Länge des Lichtwegs durch die Probe
Die Gesamtproteinkonzentration von mikrosomalen Präparationen wurde ebenfalls
spektroskopisch ermittelt. Dazu wurden 5 µl einer mikrosomalen Stocklösung zu 595 µl
PBS (1 % (w/v) SDS, pH 7,4) gegeben und deren Absorption bei 280 nm in einer
Quarzküvette gemessen. Um der Absorption eine Proteinmenge zuordnen zu können,
wurde eine Eichgerade mit bekannten Konzentration IgG bzw. BSA hergestellt.
4.3.2 BCA-Methode
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen bzw. Polypeptiden und deren Derivaten,
die nicht mit einem Farbstoff markiert waren, wurde mit dem Micro-BCA Protein Assay
Reagent Kit nach der Vorschrift des Herstellers durchgeführt. Ca. 1 µg des zu unter-
suchenden Proteins bzw. Polypeptids wurde mit einem geeigneten Puffer auf 250 µl
aufgefüllt. Nach Zugabe von 250 µl der BCA-Lösung und einstündiger Inkubation bei
60°C wurde die Absorption bei 562 nm in einem UV/Vis-Spektrometer gemessen. Als
Referenz diente eine Mischung aus 250 µl des verwendeten Puffers und 250 µl BCA-
Lösung. Für die Ermittlung der Eichgeraden wurden 0/0,4/0,8/1,2,/1,6 und 2 µg IgG
verwendet. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt.
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4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Kontrolle der TAP-Expression und zur Auftrennung von Proteingemischen wurde
die denaturierende Gelelektrophorese (SDS polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE) nach Lämmli verwendet (Lämmli, 1970; Sammbrook et al., 1989). Dazu wurden
10 %ige SDS-Polyacrylamidgele benutzt. Die Größe der Minigele betrug 10 x 8 x
0,5 cm. Die Proben wurden vor dem Beladen des Gels mit 1/4 Volumen 4x
Auftragspuffer 10 min auf 60°C erhitzt. Die Auftrennung erfolgte zusammen mit einem
Molekulargewichtsmarker bei einer konstanten Spannung von 90 V (Sammelgel) und
120 V (Trenngel).
Trenngel (10 %): 25 ml Protogel (Acrylamid/Bisacrylamid 30/0,8)
18,8 ml 1,5 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS (pH 8,8)
21,3 ml Wasser
112,5 µl 10 % (w/v) APS in Wasser
75 µl TEMED
Sammelgel (5 %): 7,1 ml Protogel (Acrylamid/Bisacrylamid 30/0,8)
5,25 ml 1,0 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS (pH 6,8)
28,6 ml Wasser
0,42 ml 10 % (w/v) SDS in Wasser
420 µl 10 % (w/v) APS in Wasser
42 µl TEMED
die angegebenen Mengen reichen für acht Minigele
4.5 Proteinfärbung in Polyacrylamidgelen
Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine durch einstündiges Schwenken in TCA-
Fix im Gel immobilisiert und konnten somit mit verschiedenen Methoden angefärbt
werden.
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4.5.1 Silberfärbung
Wenn nur sehr geringe Proteinmengen zur Verfügung standen wurden die Gele
silbergefärbt. Mit dieser Methode lassen sich ca. 0,1 ng Protein/mm2 sichtbar machen.
• 2 x 15 min Inkubation in Fixierlösung
• 20 min Inkubation mit Konditionierer
• 5 x 7 min Waschen mit deionisiertem Wasser
• 20 min Inkubation in Silberfärbelösung
• 2 x 5 s Waschen mit deionisiertem Wasser
• Inkubation in Entwicklerlösung bis die Banden die
gewünschte Intensität aufweisen
• kurze Inkubation in Stopplösung
Alle Inkubationen wurden bei RT auf einem Gelschüttler durchgeführt.
4.5.2 Kolloidale Coomassie-Färbung nach Neuhoff
Die kolloidale Coomassie-Färbung (Neuhoff et al., 1988) weist eine Empfindlichkeit von
ca. 1 ng Protein/mm2 auf und ist damit 10-fach unempfindlicher als die Silberfärbung.
• über Nacht Inkubation in Färbelösung
• Entfernen des überschüssigen Farbstoffs
durch 3 minütiges Waschen mit Tris/H3PO4 (pH 6,5)
• Entfärben des Hintergrunds mit 25 %igem (v/v) Methanol
nach Sicht (mehrere Stunden)
Alle Inkubationen wurden auf einem Gelschüttler bei RT durchgeführt.
4.6 Immunoblot
Mit Hilfe von Immunoblots wurden nach der Gelelektrophorese einzelne Proteine selektiv
angefärbt. Dazu wurden die Proteine aus einem Polyacrylamidgel mit dem Tank-Blot-
oder dem Semidry-Verfahren auf eine 0,45 µm Nitrozellulosemembran transferiert und
dort mit Antikörpern nach der ECL-Methode (enhanced chemolumineszenz) sichtbar
gemacht.
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4.6.1 Tank-Blot
Gel und Membran wurden zwischen Whatman-3MM-Filterpapier und Schaumgummi-
polster in ein Haltegitter eingespannt und in die mit Transferpuffer gefüllte Tank-Blot-
Apparatur eingesetzt. Der Transfer erfolgte über Nacht bei 18 V.
4.6.2 Semidry-Blot
Gel und Membran wurden zwischen mit Transferpuffer getränkte Whatman-3MM-Filter-
papier gelegt und in eine Semidry-Blot-Apparatur eingespannt. Der Transfer erfolgte über
1 bis 2 h bei 15 V.
4.6.3 ECL-Färbung
Zur Sichtbarmachung von gewünschten Proteinen auf der Nitrozellulosemembran wurde
die sehr empfindliche ECL-Methode verwendet.
• 1 h Inkubation in Blockpuffer
• 2 h Inkubation der Membran mit erstem Antikörper
TAP1 1:5 148.3 (Meyer et al., 1994); TAP2 1:5 435.3 (van Endert et al., 1994)
• 5 x 5 min mit TBS-T-Puffer waschen
• 1 h Inkubation mit 1:10.000 sekundärem Antikörper
(anti-Maus IgG gekoppelt mit Peroxidase)
• 5 x 5 min mit TBS-T-Puffer waschen
Die Entwicklung des Blots erfolgte nach den Angaben des Herstellers unter Verwendung
des ECL-Kits und ECL-Hyperfilms.
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4.7 Affinitätsbestimmung von TAP-Liganden
4.7.1 Sättigungsbindungsexperiment
Mit Hilfe von Sättigungsbindungsexperimenten wurden die Affinitäten von 125Iod- oder
Fluoreszenz-markierten Peptiden bzw. ICP47-Derivaten bestimmt (nach Uebel et al.,
1995). Zusätzlich läßt sich mit dieser Methode die TAP-Konzentration einer
mikrosomalen Präparation ermitteln. Dazu wurden in 150 µl Bindungspuffer steigende
Konzentrationen des markierten Liganden mit TAP-haltigen Mikrosomen (50 µg/ml
Gesamtprotein) auf Eis inkubiert. Bei Peptiden betrug die Inkubationszeit 15 min,
während ICP47-Derivate 45 min für die Einstellung des Bindungsgleichgewichts
benötigten. Ungebundene Liganden wurden durch zweimaliges Waschen der
Mikrosomen abgetrennt. Dazu wurden die Mikrosomen mit eiskaltem Bindungspuffer auf
500 µl aufgefüllt, pelletiert (8 min, 12.000 x g, 4°C), erneut in 500 µl eiskaltem
Bindungspuffer resuspendiert und ein zweitesmal zentrifugiert (8 min, 12.000 x g, 4°C).
Bei der Verwendung von 125Iod-markierten Liganden wurde direkt die Mikrosomen
assozierte Radioaktivität mit Hilfe eines γ−Zählers quantifiziert. Bei der Verwendung von
Fluoreszenz-markierten Peptiden wurde das Mikrosomenpellet in 600 µl Bindungspuffer
(1 % (w/v) SDS) lysiert und die Fluoreszenzemission gemessen (λem/ex = 470/515 nm).
Die Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe von Proben streulichtbereinigt, die kein
Fluoreszenz-markiertes Peptid enthielten. Der Anteil unspezifischer Bindung wurde in
Gegenwart eines 400-fachen Überschusses an unmarkierten Liganden bestimmt.
Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante Kd und der maximalen Anzahl an
Bindungsplätzen Bmax wurde die Menge gebundenen Peptids B gegen die
Anfangskonzentration [L] des markierten Liganden aufgetragen und mit Gleichung 2
approximiert. Während der Kd-Wert als Maß für die Affinität des Liganden verwendet
wird, gibt Bmax die Zahl der eingesetzten TAP-Moleküle an.
B = Bmax[L]
Kd + [L]      Gleichung 2
B Menge an gebundenem TAP-Ligand
Bmax maximale Menge an TAP-gebundenen Ligand
[L] Konzentration des Liganden
Kd Dissoziationskonstante
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4.7.2 Kompetitionsexperiment
Zur indirekten Bestimmung der Affinität von TAP-Liganden und zur Überprüfung der
Aktivität verschiedener ICP47-Varianten wurden Kompetitionsexperimente durchgeführt
(nach Uebel et al., 1995). Bei dieser Methode kompetitieren die Liganden mit einem
markierten Reporterpeptid um die Bindungsplätze. Dies hat den Vorteil, daß die
aufwendige Markierung der untersuchten Liganden entfällt.
Dazu wurde in 150 µl Bindungspuffer eine steigende Menge Ligand mit 100 nM
Reporterpeptid und TAP-haltigen Mikrosomen (50 µg/ml Gesamtprotein) 45 min auf Eis
inkubiert. Als Reporterliganden wurden die Peptide RR*YQKSTEL oder RRYΦKSTEL
verwendet. Die unspezifische Bindung wurde in Gegenwart eines 400-fach molaren
Überschusses an unmarkiertem Peptid bestimmt. Analog zum Sättigungsbindungs-
experiment wurde ungebundenes Reporterpeptid abgetrennt (siehe B.4.7.1) und die
Mikrosomen assoziierte Radioaktivität bzw. Fluoreszenz gemessen. Anschließend wurde
die Bindungsinhibition mit Hilfe von Gleichung 3 berechnet.
Inhibition [%] = 100 x 1− Bi − H
Bo − H
       Gleichung 3
Bi Menge an gebundenem Reporterpeptid in Gegenwart
der Kompetitorkonzentration i
H unspezifische Bindung des Reporterpeptids
Bo Menge an gebundenem Reporterpeptid in Abwesenheit
eines Kompetitors
Die Inhibition der Reporterpeptidbindung wurde gegen die Kompetitorkonzentration
aufgetragen. Durch Approximation mit Gleichung 4 wurde die Konzentration bestimmt,
bei der 50 % der Reporterpeptidbindung inhibiert wurden (IC50).












     Gleichung 4
IC50 Kompetitorkonzentration bei 50 % Inhibition der
Reporterpeptidbindung
Die IC50-Werte von unbekannten Liganden ließen sich durch den Vergleich mit IC50-
Werten von bekannten Liganden in Kd-Werte umrechnen.
Material und Methoden 34
4.8 Transportexperiment
Mit Hilfe von Transportexperimenten wurde der TAP-vermittelte, ATP-abhängige
Peptidtransport untersucht. In 150 µl Bindungspuffer wurde 300 nM 125Iod-markiertes
Peptid bzw. Fluoreszenz-markiertes Reporterpeptid mit TAP-haltigen Mikrosomen
(50 µg/ml Gesamtprotein) und 3 mM ATP 3 min bei 37°C inkubiert. Anschließend
wurde der Peptidtransport durch Zugabe von 350 µl eiskaltem Bindungspuffer gestoppt
und TAP-gebundene Reporterpeptide durch Zugabe eines 400-fach molaren
Überschusses von unmarkiertem Peptid verdrängt. Analog zum Sättigungsbindungs-
experiment (s. B.4.7.1) wurden die Mikrosomen gewaschen und die transportierten
Peptide quantifiziert. Um die ATP-Abhängigkeit und die Spezifität des Transports für
Peptide zu überprüfen, wurde in Kontrollansätzen ATP durch ADP ersetzt bzw. ein 400-
facher molarer Überschuß von unmarkiertem Peptid zugegeben.
Da Mikrosomen einen wenig charakterisiertes Peptidexportsystem besitzen, wurde
zusätzlich eine zweite Variante des Transportexperiments verwendet (verändert nach
Neefjes et al., 1993). Hierbei wurde die Glykosylierungsmaschinerie des ER ausgenutzt.
Als Reporterpeptide dienten 125Iod- bzw. Fluoreszenz-markierte Peptide, die zusätzlich
die Erkennungssequenz für N-Glykosylierung NXT/S enthielten. Weil Peptide
ausschließlich innerhalb der Mikrosomen glykosyliert werden, wurde die Glykosylierung
als Marker für den Transport verwendet. Glykosylierte und somit transportierte Peptide
konnten an Concanavalin A-Sepharose gebunden und quantifiziert werden. Dazu wurde
300 nM Reporterpeptid bei 37°C in 150 µl Bindungspuffer mit TAP-haltigen Mikro-
somen (50 µg/ml Gesamtprotein) inkubiert. Nach 3 min wurde ein 400-facher molarer
Überschuß an glykosylierbarem, unmarkiertem Kompetitorpeptid zugegeben, um den
Transport des Reporterpeptids zu stoppen und die Gylkosylierungsmaschinerie
abzusättigen. Anschließend wurden die Mikrosomen in 1 ml NP40-Lysepuffer lysiert,
mit 75 µl äquilibrierter Concanavalin A-Sepharose gemischt und 1,5 h bei 4°C auf einem
Überkopfrad inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Sepharose mit je 1 ml NP40-
Lysepuffer (1 min, 500 x g, 4°C) wurde das spezifisch gebundene Reporterpeptid mit
1 ml 200 mM α−Methylmannosid in NP40-Lysepuffer 1 h bei 4°C auf einem Überkopf-
rad eluiert. Das eluierte Peptid wurde mit einem γ−Zähler bzw. Fluoreszenzspektrometer
quantifiziert.
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5. Biophysikalische Methoden
5.1 Assoziations- und Dissoziationskinetik des Peptid-TAP-Komplexes
Um die Peptid-TAP-Assoziation und Dissoziation zu untersuchen, wurden Fluoreszein-
markierte Peptide verwendet, deren Fluoreszenz (λex/em = 470/515 nm) sich durch die
Bindung an den TAP-Komplex deutlich gelöscht wird. Dazu wurde in 900 µl
Bindungspuffer das Fluoreszein-markierte Peptid vorinkubiert, bis ein stabiles
Fluoreszenzsignal (Drift der Fluoreszenz < 50 cps/min) beobachtet wurde. Dies war
notwendig, weil Fluoreszenzpeptide teilweise an die Oberfläche der Quarzküvette
adsorbierten. Anschließend wurde der Assoziationsprozeß durch Zugabe von TAP-
haltigen Mikrosomen in 100 µl Bindungspuffer gestartet und der Verlauf des
Fluorezenzsignals aufgezeichnet. Durch ATP-Depletion der Mikrosomen mit 0,03 U/µl
Apyrase wurde sichergestellt, daß ausschließlich Peptidbindung und nicht Peptidtransport
beobachtet wurde. Nachdem sich das Bindungsgleichgewicht eingestellt hatte (Drift der
Fluoreszenz < 50 cps/min), wurde die Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes durch
Zugabe eines 1000-fach molaren Überschusses an unmarkiertem Peptid induziert.
Da diese Methode Messungen in trüben mikrosomalen Lösungen erforderte, mußten
besondere Meßbedingengen gewählt werden. Der Einfluß von Streulicht wurde durch die
Verwendung eines Fluorometers mit Doppelmonochromatoren reduziert. Zusätzlich
wurde bei einer geringen Spaltbreite von 3 nm gemessen. Der innere Filtereffekt wurde
durch die Verwendung von Dreiecksfluoreszenzküvetten vermieden, die den Weg des
Anregungs- und des Emissionslichts verkürzen. Durch eine miniaturisierte Magnet-
rühreinheit wurde das Absetzen von Mikrosomen verhindert. Die Temperatur konnte mit
Hilfe eines zirkulierenden Wasserbads kontrolliert werden.
Der zeitabhängige Verlauf der Fluoreszenzemission F(t) wurde mit den mono-
exponentialen Gleichungen 5 für die Assoziation und 6 für die Dissoziation approximiert.
F(t) = ∆Feq e−kapp t + F( t=∞ )                 Gleichung 5
F(t) Fluoreszenzemission zum Zeitpunk t
∆Feq Fluoreszenzänderung nach Einstellung des
Bindungsgleichgewichts
kapp apparente Geschwindigkeitskonstante der Assoziation
t Zeit
F(t= ) Fluoreszenzemission zum Zeitpunkt t=
F(t) = ∆Feq 1 − e−kdiss t

 + F( t=0 )      Gleichung 6
kdiss Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
F(t=0) Fluoreszenzemission zum Zeitpunkt t=0
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5.2 Zirkulardichroismus-(CD)-Spektroskopie
Die Sekundärstruktur von ICP47 wurde mit Hilfe der CD-Spektroskopie in Gegenwart
von verschiedenen Lipidmimetika bzw. Lipidvesikeln untersucht. Alle Messungen
wurden in 1 mm Quartz-Suprasil Küvetten durchgeführt. Nach 45 min Vorinkubation
der Vesikel (Lipidkonzentration 3,0 mM) mit 16 µM ICP47 in 50 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) wurden die Spektren aufgenommen. Die Temperatur
der Proben wurde mit einem zirkulierendem Wasserbad kontrolliert. Jedes Spektrum
wurde zwischen 195 bis 250 nm mit einer Schrittweite von 0,1 nm und einer
Integrationszeit von 0,1 s aufgezeichnet. Zur Glättung der Spektren wurden jeweils 10
Einzelspektren gemittelt. Für die Hintergrundkorrektur wurden Spektren der gleichen
Lösungen in Abwesenheit von ICP47 verwendet.
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C. Ergebnisse
1. Kinetische und thermodynamische Analyse
der Peptid-TAP-Assoziation
Die Bildung des Peptid-TAP-Komplexes stellt den initialen Schritt des Peptidtransports
dar. Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit wurde der Mechanismus dieser
essentiellen Stufe innerhalb des Transportzyklusses untersucht. Zu Beginn wurde eine
Methode entwickelt, mit deren Hilfe die Wechselwirkung zwischen dem Antigenpeptid-
Transporter TAP und Peptid in Echtzeit und unter homogenen Bedingungen beobachtet
werden konnte. Da sich mit Hilfe des umgebungssensitiven Fluorophors Fluoreszein
bereits geringe Änderungen des pH-Werts oder der Polarität in der Mikroumgebung der
Sonde detektieren lassen (Ohkuma & Poole, 1978), wurden verschiedene Peptide mit
Fluoreszein markiert und deren Fluoreszenzsignal während der Wechselwirkung mit TAP
analysiert.
1.1 Fluoreszein-markierte Peptide werden vom TAP-Komplex
gebunden und transportiert
Als Modellpeptid für die Untersuchung der Peptid-TAP-Wechselwirkung wurde aufgrund
seiner hohen Affinität zu TAP das HLA-B27 Epitop RRYQKSTEL gewählt. Um die
regiospezifische Markierung mit Fluoreszein zu ermöglichen, wurden Varianten dieses
Epitops synthetisiert, bei denen jeweils eine Aminosäure durch ein Cystein ersetzt worden
war. Mit Hilfe der thiolreaktiven Verbindung 5-Iodacetamidofluoreszein wurden diese
Cysteinreste zu Cysteinacetamidofluoreszein (Φ) umgesetzt.
Um den Einfluß der eingeführten Sonde auf die Substraterkennung durch TAP zu über-
prüfen, wurde die Bindungsaffinität jedes einzelnen Fluoreszeinpeptids mit Hilfe von
Sättigungsbindungsexperimenten bestimmt. Dafür wurden TAP-haltige Mikrosomen in
Abwesenheit von ATP mit einer steigenden Konzentration der verschiedenen Fluoreszein-
markierten Peptide inkubiert, anschließend ungebundenes Peptid durch Waschen der
Mikrosomen entfernt und die Mikrosomen assoziierten Peptide fluoreszenz-
spektroskopisch quantifiziert. Unspezifische Bindung wurde in Gegenwart eines 400-
fach molaren Überschusses von unmarkiertem Peptid RRYQKSTEL gemessen. Wie
exemplarisch für das Peptid RRYΦKSTEL gezeigt (Abb. 7A), wurde die Menge TAP-
gebundenen Peptids auf die eingesetzte Gesamtproteinmenge bezogen, gegen die Peptid-
konzentration aufgetragen und die Dissoziationskonstante Kd durch Approximation mit
Gleichung 2 bestimmt. Für das Peptid RRYΦKSTEL wurde eine Dissoziationskonstante
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Kd von 93 ± 9 nM erhalten, die gut mit der von 125Iod-markiertem Peptid übereinstimmt
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Abb. 7 Fluoreszein-markierte Peptide werden vom TAP-Komplex gebunden
(A) TAP-haltige Mikrosomen wurden mit einer steigenden Konzentration RRYΦKSTEL in Ab- () und
Anwesenheit (❑) eines 400-fach molaren Überschusses an unmarkiertem Peptid 15 min auf Eis inkubiert.
Nach intensivem Waschen der Mikrosomen wurden diese lysiert und Mikrosomen assoziierte, Fluoreszein-
markierte Peptide quantifiziert (λem/ex = 470/515 nm). Die Menge gebundener Peptide pro mikrosomalem
Gesamtprotein wurde gegen die Peptidkonzentration aufgetragen und mit Hilfe von Gleichung 2
approximiert. Für das Peptid RRYΦKSTEL wurde eine Dissoziationskonstante von 93 ± 9 nM
bestimmt. (B) Jede Aminosäure des Peptids RRYQKSTEL wurde durch Cysteinacetamidofluoreszein
substituiert und die Affinität der modifizierten Peptide mit Hilfe von Sättigungsbindungsexperimenten
bestimmt. Der Einschub zeigt die Dissoziationskonstanten Kd der Peptide im Detail, die an Position 2 bis
8 markiert sind. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhängigen
Messungen.
Der Vergleich aller markierten Peptide zeigte, daß die Position des Fluoreszeinmoleküls
die Affinität beeinflußt (Abb. 7B). Während das Fluoreszeinmolekül an Position 4, 5, 6,
7 oder 8 die Affinität des Epitops zu TAP nicht verändert oder sogar erhöht, binden
Peptide, die das Cysteinacetamidofluoreszein am N- oder C-Terminus tragen nur mit
äußerst geringer Affinität. Epitope, die das Cysteinacetamidofluoreszein an Position 2 und
3 enthalten, zeigen eine zwei- bis vierfach reduzierte Affinität zum TAP-Komplex. Diese
Beobachtungen stimmen mit dem Peptiderkennungsmotiv des TAP-Komplexes überein.
Demnach fixiert der Antigenpeptid-Transporter Peptide lediglich an den ersten drei N-
terminalen und der C-terminalen Aminosäure, während für die Aminosäuren zwischen
diesen Bereichen nur geringe sterische Restriktionen bestehen (Uebel et al., 1997).
In einem weiteren Experiment wurde überprüft, ob Fluoreszein-markierte Peptide von
TAP transportiert werden. Da Mikrosomen ein schlecht charakterisiertes Peptidexport-
system besitzen, wurde der Peptidtransport mit Hilfe der ER-ständigen Glykosylierungs-
maschinerie nachgewiesen (Neefjes et al., 1993). Um ein Peptid zu erzeugen, das die N-
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Glykosylierungskonsensussequenz NXT trägt, wurde das Lysin des natürlichen Epitops
RRYQKSTEL durch ein Asparagin ersetzt. Zusätzlich wurde das Cysteinacetamido-
fluoreszein an Position 8 und nicht in direkter Nachbarschaft zum Asparaginrest einge-

























Abb. 8 Fluoreszein-markierte Peptide werden vom TAP-Komplex transportiert
TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 300 nM RRYQNSTΦL in Anwesenheit von 3 mM ATP oder
ADP 3 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Mikrosomen lysiert und glykosylierte und
somit transportierte Peptide mit Con A-Sepharose isoliert. Anschließend wurden die Peptide mit α−
Methylmannosid eluiert und fluoreszenzspektroskopisch quantifiziert (λem/ex = 470/515 nm). Die
Spezifität des Transports für Peptide wurde in Gegenwart eines 400-fach molaren Überschusses von
unmarkiertem Peptid überprüft. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens
zwei unabhängigen Messungen.
Das so erhaltene Peptid RRYQNSTΦL wurde in Anwesenheit von ATP bzw. ADP mit
TAP-haltigen Mikrosomen inkubiert. Glykosyliertes und somit transportiertes Peptid
wurde durch die Bindung an Con A-Sepharose isoliert und anschließend quantifiziert.
Wie in Abbildung 8 gezeigt, konnte eindeutig ein ATP-abhängiger Transport des
Fluoreszein-markierten Peptids nachgewiesen werden. Die Blockierung des Peptid-
transports in Gegenwart eines 400-fach molaren Überschusses an unmarkiertem
Kompetitorpeptid bestätigte, daß es sich um einen peptidspezifischen Prozeß handelt.
Sowohl aus den Sättigungsbindungsexperimenten als auch aus den Transportstudien geht
hervor, daß Fluoreszein-markierte Peptide, die die Sonde an einer geeigneten Position
tragen, vom Antigenpeptid-Transporter TAP uneingeschränkt als Substrat erkannt
werden. Somit können diese Peptide für die Untersuchung der Peptid-TAP-Wechsel-
wirkung verwendet werden.
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1.2 Fluoreszenzlöschung TAP-gebundener Peptide
Da die Fluoreszenz von Fluoreszein sehr empfindlich auf Änderungen des pH-Werts oder
der Polarität reagiert (Ohkuma & Poole, 1978), wurde untersucht, inwiefern sich das
Emissionssignal der Fluoreszein-Peptide durch die Bindung an den TAP-Komplex verän-
dert. Dafür wurden TAP-haltige Mikrosomen mit RRYΦKSTEL in einer Fluoreszenz-
küvette gemischt und das Fluoreszenzsignal zeitabhängig aufgezeichnet. Die Experimente






































Abb. 9 Reduktion des Fluoreszenzsignals von RRYΦKSTEL durch Bindung an
den TAP-Komplex
TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 40 nM RRYΦKSTEL in Abwesenheit von ATP bei 10°C
gemischt und die Fluoreszenzemission detektiert (λem/ex = 470/515 nm). Dazu wurde alle 3 s ein Daten-
punkt aufgezeichnet (graue Punkte). Die TAP-Konzentration betrug 2 nM. Nach Erreichen des Bindungs-
gleichgewichts wurde die Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes durch Zugabe eines 400-fach molaren
Überschusses des Kompetitors RRYQKSTEL beobachtet. Anschließend wurde das zeitabhängige
Fluoreszenzsignal mit Hilfe der Gleichungen 5 und 6 approximiert (durchgezogene Linien). Die TAP-
Abhängigkeit der Fluoreszenzänderung wurde mit Kontrollmikrosomen überprüft, die kein TAP enthielten
(schwarze Punkte). Der obere Teil der Abbildung zeigt die Abweichung der gemessenen Datenpunkte von
der approximierten monoexponentialen Kurve.
Wie in Abbildung 9 gezeigt, führte die Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes zu einer
signifikanten Abnahme des Fluoreszenzsignals. Nachdem sich das Bindungs-
gleichgewicht eingestellt hatte, wurde durch Zugabe eines 400-fachen Überschusses an
unmarkiertem Kompetitorpeptid die Dissoziation des Fluoreszein-Peptids vom TAP-
Komplex initiiert. Innerhalb von 20 min erreichte die Fluoreszenzemission ihren
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Ausgangswert. Durch Zugabe des TAP-spezifischen Inhibitors ICP47 (Daten nicht
gezeigt) oder mit Hilfe von Kontrollmikrosomen, die kein TAP enthielten (Abb. 9),
wurde nachgewiesen, daß auschließlich der Antigenpeptid-Transporter TAP für die
Reduktion des Fluoreszenzsignals verantwortlich ist. Um sicherzustellen, daß die
Veränderung der Fluoreszenzemission durch Assoziation bzw. Dissoziation des Peptid-
TAP-Komplexes und nicht durch Peptidtransport verursacht wird, wurden alle
Experimente in Abwesenheit von ATP durchgeführt.
Sowohl die Geschwindigkeit der Assoziation als auch der Dissoziation ließen sich mit den
monoexponentialen Gleichungen 5 und 6 approximieren (Abb. 9). Wie im oberen Teil der
Abbildung 9 gezeigt, wurde eine Gleichverteilung der gemessenen Datenpunkte um die
approximierte Kurve festgestellt. Die Möglichkeit die apparente Geschwindigkeits-
konstante für die Assoziation kapp und die Geschwindigkeitskonstante für die
Dissoziation kdiss zu quantifizieren, erlaubte die kinetische Analyse der Bildung des
Peptid-TAP-Komplexes. Die Fluoreszenzänderung nach Einstellung des Bindungsgleich-


















Abb. 10 Die Fluoreszenzlöschung ist von der Position des
Cysteinacetamidofluoreszeins abhängig
Um die Abhängigkeit der Fluoreszenzlöschung von der Position des Cysteinacetamidofluoreszeins zu
untersuchen, wurde das Emissionssignal (λem/ex = 470/515 nm) von 1,2 µM Fluoreszein-Peptid nach
Einstellung des Bindungsgleichgewichts (Fgeb) und nach Zugabe eines 400-fach molaren Überschusses an
unmarkiertem Kompetitor (Fungeb) ins Verhälnis gesetzt. Die Experimente wurden bei 10°C in
Abwesenheit von ATP und einer TAP-Konzentration von 30 nM durchgeführt. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhängigen Messungen.
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In einem zweiten Satz von Experimenten wurde die Fluoreszenzlöschung in Abhängigkeit
von der Position des Cysteinacetamidofluoreszeins innerhalb der Peptidsequenz
RRYQKSTEL untersucht. Dafür wurden die Fluoreszenzsignale nach Erreichen des
Bindungsgleichgewichts (Fgeb) bzw. in Gegenwart eines 400-fach molaren Überschusses
an unmarkiertem Kompetitorpeptid (Fungeb) ins Verhältnis gesetzt. Alle Fluoreszein-
Peptide wurden in der Sättigungskonzentration des Peptids mit der geringsten Affinität
(RRΦQKSTEL) eingesetzt, um für jedes Peptidderivat die maximale Belegung der
Bindungsplätze zu gewährleisten. Für Peptidderivate, die das Fluoreszeinmolekül an
Position 2, 3 oder 4 trugen, wurde die deutlichste Reduktion des Fluoreszenzsignals
beobachtet. Während die Fluoreszenzslöschung an diesen Positionen vergleichbar war,
nahm der Unterschied zwischen Fgeb und Fungeb schrittweise ab je weiter C-terminal die
Fluoreszenzmarkierung eingeführt worden war (Abb. 10). Peptide, die den Fluorophor
an Position 1 oder 9 trugen, konnten aufgrund ihrer geringen Affinität zu TAP nicht
untersucht werden. Somit ist anzunehmen, daß sich die Mikroumgebung während des
Bindungsprozesses an den TAP-Komplex im N-terminalen Bereich eines Peptids
drastischer ändert als in seiner C-terminalen Region.
1.3 Peptidbindung an den TAP-Komplex ist ein Zweischrittprozeß
Um potentielle Zwischenschritte bei der Bildung des Peptid-TAP-Komplexes zu identi-
fizieren, wurde die Assoziations- und Dissoziationgeschwindigkeit in Abhängigkeit von
der Peptidkonzentration analysiert. Für diese Studien wurde das Peptid RRYΦKSTEL
verwendet, da es sowohl eine deutliche Fluoreszenzlöschung (Abb. 10) als auch eine
hohe Bindungsaffinität (Abb. 7B) aufweist. In allen Experimenten wurde die TAP-
Konzentration so gering wie möglich gehalten (2 nM), um pseudo-erste-Ordnung
Bedingungen zu gewährleisten. Wie in Abbildung 11 gezeigt, nahm die
Assoziationsgeschwindigkeit mit steigender Peptidkonzentration zu, während die
Dissoziationsgeschwindigkeit konzentrationsunabhängig war. Gleichzeitig näherte sich
die Fluoreszenzänderung nach Einstellung des Bindungsgleichgewichts ∆Feq bei hohen
Peptidkonzentrationen einem Sättigungswert. Sowohl die Assoziation als auch die
Dissoziation zeigte im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich einen
monoexponentialen Verlauf. Mit Hilfe der Gleichungen 5 und 6 wurden die exakten
Werte für die apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation kapp und die
Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation kdiss bestimmt und in Abbildung 12A
dargestellt.
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Abb. 11 Konzentrationsabhängigkeit der Assoziation und Dissoziation des
Peptid-TAP-Komplexes
(A) TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 2,5 (∆), 5,0 (❍), 10 (❏) 20 (), 40 () und 80 nM () des
Peptids RRYΦKSTEL bei 10°C gemischt und die Fluoreszenzänderung (∆F=F(t=0)-F(t)) gegen die Zeit
aufgetragen (λem/ex = 470/515 nm). Die TAP-Konzentration betrug 2 nM. (B) Nach Einstellung des
Bindungsgleichgewichts wurde die Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes durch Zugabe eines 400-fach
molaren Überschusses an unmarkiertem Kompetitorpeptid gemessen. Es wurde die zeitabhängige Differenz
































Abb. 12 Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten der
Peptid-TAP-Wechselwirkung
(A) Die apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation kapp () und die Geschwindigkeits-
konstanten der Dissoziation kdiss (❏) wurden bei 10°C für unterschiedlichen Konzentrationen des Peptids
RRYΦKSTEL bestimmt. Die durchgezoge Linie wurde mit Hilfe von Gleichung 9 berechnet. (B) Die
Fluoreszenzänderung nach Erreichen des Bindungsgleichgewichts ∆Feq wurde gegen die Peptid-
konzentration aufgetragen und mit Gleichung 12 approximiert. Die Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung aus mindestens zwei unabhängigen Messungen.
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Für die von der Konzentration unabhängigen Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
kdiss wurde ein Wert von 2,1 x 10-3 s-1 berechnet. Die apparente Geschwindigkeits-
konstante der Assoziation kapp zeigte dagegen eine hyperbole Abhängigkeit von der
Peptidkonzentration. Da für einen einfachen Einschrittbindungsprozeß (Schema 1,
Gleichung 7) eine lineare Beziehung zwischen kapp und der Konzentration des Liganden






        Schema 1
kapp = k hin L[ ] + k rück      Gleichung 7
khin Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion
krück Geschwindigkeitskonstante der Rückreaktion
Für einen Zweischrittbindungsprozeß, der sich aus einem schnellen bimolekularen
Bindungs- und einem langsameren unimolekularen Isomerisierungsschritt zusammensetzt








                     Schema 2
kapp1 = k+1 L[ ] + k -1      Gleichung 8
kapp1 apparente Geschwindigkeitskonstante des ersten Schritts
k+1 Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion des ersten Schritts
k-1 Geschwindigkeitskonstante der Rückreaktion des ersten Schritts
kapp 2 = k+2 L[ ]
K−1 + L[ ] + k -2      Gleichung 9
kapp2 apparente Geschwindigkeitskonstante des zweiten Schritts
k+2 Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion des zweiten Schritts
k-2 Geschwindigkeitskonstante der Rückreaktion des zweiten Schritts
K-1 Dissoziationskonstante des ersten Schritts
Wie in Abbildung 12A gezeigt, konnten die beobachteten apparenten Geschwindigkeits-
konstanten der Assoziation sehr präzise mit dem Verhalten des zweiten Schritts dieses
Zweischrittmodells (Gleichung 9) beschrieben werden. Aus dem streng mono-
exponentiellen Verlauf der Fluoreszenzänderung ergab sich zusätzlich, daß ausschließlich
der zweite Schritt, der Isomerisierungsprozeß, nicht aber die Peptidbindung für die
Löschung des Fluoreszenzsignals verantwortlich ist. Demnach läßt sich die Assoziation
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des Peptid-TAP-Komplexes in einen schnellen Peptidbindungsschritt und eine langsamere
Konformationsänderung untergliedern (Schema 2). Die Gleichgewichtskonstanten für
den zweiten Schritt K+2 und die Dissoziationskonstante für den Gesamtprozeß Kges
wurden mit Gleichungen 10 und 11 berechnet (Hiromi, 1979) und mit den anderen
ermittelten Konstanten in Tabelle 1 zusammengefaßt.
K+2 = k+2
k -2
, Kges = K−1
1 + K+2
         Gleichung 10, 11
K+2 Gleichgewichtskonstante für den zweiten Schritt
Kges Dissoziationskonstante für den gesamten Prozeß
          




































Tab. 1 Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten
der Peptid-TAP-Wechselwirkung
Die Parameter k+2, k-2 und K-1 wurden mit Hilfe von Gleichung 9 berechnet. Die Dissoziationskonstante
kdiss entspricht dem Mittelwert der Dissoziationkonstanten, die in Abbildung 12A gezeigt sind. Die
Gleichgewichtskonstanten K+2 und Kges1 wurden mit Gleichung 10 bzw. 11 ermittelt. Kges2 wurde
durch Approximation der Daten aus Abbildung 12B mit Gleichung 12 bestimmt.
Gestützt wird dieses Zweischrittmodell zusätzlich durch die experimentell bestimmte
Dissoziationskonstante kdiss = 2,1 ± 0,8 x 10-3 s-1, die sehr gut mit dem berechneten
Wert für k-2 = 2,9 ± 0,4 x 10-3 s-1 (Gleichung 9) übereinstimmt (Tab. 1).
Als weitere Absicherung für das vorgeschlagene Modell, wurde die Dissoziations-
konstante für den gesamten Prozeß Kges mit einer unabhängigen Methode bestimmt. Dazu
wurde die Fluoreszenzänderung nach Erreichen des Bindungsgleichgewichts ∆Feq in
Abhängigkeit von der Peptidkonzentration bestimmt und mit Gleichung 12 approximiert
(Abb. 12B).
∆Feq = ∆Feq , max L[ ]
Kges + L[ ]                          Gleichung 12
∆Feq,max    maximale Fluoreszenzänderung bei
hohen Peptidkonzentrationen
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Die so erhaltene Gleichgewichtskonstante Kges = 12,0 ± 1,0 nM stimmte im Rahmen
des Fehlers mit dem Wert überein, der mit Hilfe der kinetischen Analyse ermittelt worden
war (9,1 ± 1,6 nM) (Tab. 1).
1.4 Assoziation und Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes
sind durch eine hohe Aktivierungsenergie gekennzeichnet
Da die Aktivierungsenergie einen charakteristischen Parameter für chemische und physi-
kalische Abläufe darstellt, wurde eine Arrhenius-Analyse für die Assoziation und die
Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes durchgeführt. Dafür wurde die Wechselwirkung
des Peptids RRYΦKSTEL mit TAP-haltigen Mikrosomen zwischen 6 und 26°C
fluoreszenzspektroskopisch verfolgt. Oberhalb von 26°C wurden wegen der geringen
Stabilität von TAP keine Messungen durchgeführt (van Endert, 1999). Bei allen
Experimenten wurde in Abwesenheit von ATP gearbeitet, um sicherzustellen, daß
ausschließlich die Assoziation und Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes und nicht
Peptidtransport beobachtet werden.
    
















Abb. 13 Temperaturabhängigkeit der Peptid-TAP-Assoziation und Dissoziation
(A) Die Kinetik der Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes wurde durch Inkubation TAP-haltiger
Mikrosomen mit 40 nM RRYΦKSTEL in Abwesenheit von ATP fluoreszenzspektroskopisch bei unter-
schiedlichen Temperaturen untersucht (λem/ex = 470/515 nm). Die TAP-Konzentration betrug 4 nM. (B)
Nach Erreichen des Bindungsgleichgewichts wurde durch Zugabe eines 400-fachen Überschusses an
unmarkiertem Kompetitorpeptid die Peptid-TAP-Dissoziation beobachtet. Exemplarisch wurden hier nur
die zeitabhängigen Fluoreszenzänderungen ∆F bei 6 (), 14 () und 22°C () dargestellt.
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Wie exemplarisch für 6, 14 und 26°C gezeigt, nahm sowohl die Assoziations- (Abb. 13A)
als auch die Dissoziationsgeschwindigkeit (Abb. 13B) bei steigenden Temperaturen
deutlich zu. Die Fluoreszenzänderung nach Einstellung des Bindungsgleichgewichts ∆Feq
ist dagegen temperaturunabhängig. Demzufolge kann davon ausgegangen werden, daß im























T-1 [K-1 x 103] T-1 [K-1 x 103]
Abb. 14 Arrhenius-Analyse
Gemäß Gleichung 13 wurde die apparente Geschwindigkeitskonstante der Assoziation kapp (A) und die
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation kdiss (B) gegen die Temperatur aufgetragen. Aus den Stei-
gungen ergab sich für die Assoziation bzw. die Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes eine
Aktivierungsenergie von Eaass = 99,9 ± 5,8 kJ mol-1 und Eadiss = 82,1 ± 6,6 kJ mol-1.
Die Geschwindigkeitskonstanten k wurden durch Approximation der Fluoreszenzverläufe
mit den monoexponentialen Gleichungen 5 bzw. 6 bestimmt und gemäß Gleichung 13 in
Abhängigkeit von der Temperatur aufgetragen (Abb. 14).
lnk = lnA − Ea
RT





Wie in Abbildung 14 gezeigt, wurden im ausgewählten Temperaturbereich lineare
Arrhenius-Beziehung beobachtet. Aus den Steigungen ergaben sich für die Peptid-TAP-
Assoziation und Dissoziation Aktivierungsenergien von Eaass = 99,9 ± 5,8 kJ mol-1 und
Eadiss = 82,1 ± 6,6 kJ mol-1. Der Vergleich der gemessenen Aktivierungsenergien mit
Literaturwerten macht deutlich, daß bei der Bildung des Peptid-TAP-Komplexes ein ener-
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getisch außerordentlich ungünstiger Übergangszustand überwunden werden muß. So
beträgt die Aktivierungsenergie für die Bindung des Modelliganden GR-flu an den
Seretonin-5HT3-Rezeptor nur 50 kJ mol-1 (Tairi et al., 1998). Für die Öffnung des
CFTR-Chloridkanals wurde eine Aktivierungsenergie von 104 kJ mol-1 bestimmt,
während für die Schließung des Kanals nur 10 kJ mol-1 benötigt werden (Aleksandrov
& Riordan, 1998).
1.5 Drastische Wärmekapazitätszunahme während der Bildung
des Peptid-TAP-Komplexes
Nachdem die Kinetik der Peptid-TAP-Assoziation analysiert worden war, wurde die
Frage adressiert, welche Wechselwirkungskräfte für die Bildung des Peptid-TAP-
Komplexes verantwortlich sind. Für alle spontan ablaufenden Reaktionen ist die
Abnahme der freien Energie G° (∆G° < 0) Voraussetzung. Da sich die Änderung der
freien Energie ∆G° nach der Gibbs-Helmholz-Gleichung (Gleichung 14) aus der
Änderung der Enthalpie ∆H° und der Entropie ∆S° zusammensetzt, können mit Hilfe der
Temperaturabhängigkeit von ∆G° die Beiträge der einzelnen thermodynamischen Terme
analysiert werden. Statt der experimentell schwieriger zugänglichen Änderung der freien
Energie ∆G°, wurde die Dissoziationskonstante des Peptid-TAP-Komplexes Kges bei
verschiedenen Temperaturen ermittelt und die Änderung der freien Energie ∆G° für den
Assoziationsprozeß berechnet (Gleichung 15).
∆G° = ∆H° -T∆S°              Gleichung 14
∆G° = RTlnKges             Gleichung 15
∆G° Änderung der freien Energie für
Peptid-TAP-Assoziation
∆H° Enthalpieänderung für Peptid-TAP-Assoziation
∆S° Entropieänderung für Peptid-TAP-Assoziation
Dazu wurden bei unterschiedlichen Temperaturen TAP-haltige Mikrosomen mit
verschiedenen Konzentrationen des Peptids RRYΦKSTEL in einer Fluoreszenzküvette
gemischt und die Fluoreszenzänderung aufgezeichnet. Alle Experimente wurden in
Abwesenheit von ATP durchgeführt, um Peptidtransport zu verhindern. Exemplarisch ist































Abb. 15 Temperaturabhängigkeit der Affinität von Peptiden für den TAP-Komplex
(A) TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 5,0 (❍), 10 (❏) 20 (), 40 () und 80 nM () des Peptids
RRYΦKSTEL bei 292 K gemischt und die Fluoreszenzänderung (∆F=F(t=0)-F(t)) gegen die Zeit aufge-
tragen (λem/ex = 470/515 nm). Die TAP-Konzentration betrug 5 nM. (B) Die Fluoreszenzänderungen
nach Einstellung des Assoziationsgleichgewichts ∆Feq wurden gegen die Peptidkonzentration aufgetragen
und mit Gleichung 12 approximiert. Hier wurde eine Gleichgewichtskonstante für den Dissoziationsprozeß
Kges = 56,0 ± 15,2 nM ermittelt.
Die Fluoreszenzänderung nach Einstellung des Gleichgewichts ∆Feq wurde gegen die
Peptidkonzentration aufgetragen und mit Gleichung 12 approximiert (Abb. 15B). Die für
verschiedene Temperaturen erhaltenen Gleichgewichtskonstanten Kges wurden in die
Änderungen der freien Energien ∆G° bei der Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes
umgerechnet (Gleichung 15) und in Tabelle 2 zusammengefaßt.

























Tab. 2 Temperaturabhängigkeit der Gleichgewichtskonstante Kges und der
Änderung der freien Energie ∆G °
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Überraschenderweise wurde keine lineare Abhängigkeit der Änderung der freien Energie
∆G° von der Temperatur festgestellt (Abb. 16) wie die Gibbs-Helmholz-Gleichung
zunächst impliziert (Gleichung 14). Stattdessen wurde ein Minimum der treibenden Kraft
für die Bildung des Peptid-TAP-Komplexes bzw. ein Maximum für die Gleichgewichts-
konstante Kges bei 289 K beobachtet. Während bei 289 K die Gleichgewichtskonstante
für die Dissoziation Kges 58,0 ± 7,4 nM betrug, wurden für die niedrigste und höchste
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Abb. 16 Temperaturabhängigkeit von ∆G° bei der Peptid-TAP-Assoziation
Die temperaturabhängigen Werte für ∆G° bei der Bildung des Peptid-TAP-Komplexes wurden gegen die
Temperatur aufgetragen und mit Gleichung 16 approximiert. Es wurde eine Wärmekapazitätsänderung von
∆Cp° = 22,8 ± 4,7 kJ mol-1 K-1 bestimmt. Zusätzlich wurde eine Änderung der Enthalpie von ∆H° =
185,0 ± 40,0 kJ mol-1 und der Entropie von 0,8 ± 0,1 kJ mol-1 K-1 bei To = 299 K berechnet.
Im Gegensatz zur gewöhnlichen Gibbs-Helmholz-Gleichung (Gleichung 14),
berücksichtigt die erweiterte Gibbs-Helmholz-Gleichung (Gleichung 16) eine potentielle
Wärmekapazitätsänderung ∆Cp° während des untersuchten Prozesses und temperatur-
abhängige Änderungen der Enthalpie ∆H° und Entropie ∆S° (Gleichung 16) (Boniface et
al., 1999).
        ∆G° = ∆HTo° + ∆Cp° (T − To) − T∆S° To − T∆Cp° ln T
To
     Gleichung 16
To beliebig gewählte Standardtemperatur
∆H°To Änderung der Enthalpie bei To
∆S°To Änderung der Entropie bei To
∆Cp° Änderung der Wärmekapazität
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Wie in Abbildung 16 gezeigt, ließen sich die experimentellen ∆G°-Werte sehr gut mit der
erweiterten Gibbs-Helmholz-Gleichung beschreiben (Gleichung 16). Die Anwendung
der Gleichung ergab, daß sich die Wärmekapazität ∆Cp° während der Assoziation des
Peptid-TAP-Komplexes dramatisch erhöht (∆Cp° = 22,8 ± 4,7 kJ mol -1 K-1). Da die
Approximation der Daten mit Gleichung 16 die Wahl einer beliebigen Standardtemperatur
To verlangt, wurden zusätzlich die Enthalpie- bzw. Entropieänderung ∆H° = 185,0
± 39,5 kJ mol-1 und ∆S° = 0,8 ± 0,1 kJ mol-1 bei To = 299 K bestimmt.
1.6 Temperaturabhängigkeit der Enthalpie- und Entropieänderung bei
der Peptid-TAP-Assoziation
Aus der Temperaturabhängigkeit der freien Energie ∆G° folgt, daß die Änderungen der
Enthalpie ∆H° und der Entropie ∆S° ebenfalls temperaturabhängig sind. ∆H° und ∆S°
wurden bei verschiedenen Temperaturen berechnet (Gleichung 17 und 18) und in
Abbildung 17 dargestellt (Boniface et al., 1999).
∆H° = ∆HTo° + ∆Cp° (T − To)      Gleichung 17
∆S° = ∆STo° +  ∆Cp° ln T
To
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Abb. 17 Temperaturabhängigkeit von ∆H° und ∆S° bei der Assoziation des
Peptid-TAP-Komplexes
Die temperaturabhängigen Werte für ∆H° und ∆S° wurden mit Gleichungen 17 und 18 berechnet und
∆H° (), T∆S° (❍) und ∆G° () gegen die Temperatur aufgetragen.
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Unterhalb von 289 K stellt die Bildung des Peptid-TAP-Komplexes eine exotherme
Reaktion dar, bei der die Entropie abnimmt. Oberhalb 291 K ist der Assoziationsprozeß
endotherm und die Entropie nimmt zu. Zwischen 289 und 291 K wird die Reaktion
sowohl durch eine Abnahme der Enthalpie als auch durch eine Zunahme der Entropie
getrieben. Zusammenfassend läßt sich sagen, daß unterhalb 289 K der ∆H°- den ∆S°-
Wert kompensiert, während bei physiologischen Temperaturen der Assoziationsprozeß
ausschließlich durch die Entropiezunahme gesteuert wird.
1.7 Interpretation der Wärmekapazitätszunahme bei der Bildung
des Peptid-TAP-Komplexes
Um Wärmekapazitätsänderungen ∆Cp° im Zusammenhang mit Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkungen bzw. Proteinfaltungsprozessen interpretieren zu können, wurden
intensive theoretische und empirische Studien durchgeführt (Sturtevant et al., 1977;
Spolar et al., 1989; Murphy et al., 1990; Spolar et al., 1992; Pivalov et al., 1992; Spolar
& Record, 1994). Diese Arbeiten zeigten, daß die Wärmekapazitätsänderung ∆Cp° haupt-
sächlich auf eine Veränderung der Polarität der wasserzugänglichen Proteinoberfläche
zurückzuführen ist (Gleichung 19).
∆Cp°= 0,32 ∆Aap − 0,14 ∆Ap             Gleichung 19
∆Aap Änderung der apolaren wasserzugänglichen Proteinoberfläche
∆Ap Änderung der polaren wasserzugänglichen Proteinoberfläche
Für den TAP-Komplex bedeutet dies, daß die peptidinduzierte TAP-Struktur eine erhöhte
Hydrophobizität der wasserexponierten Regionen aufweist. Ob bei der Konformations-
änderung hydrophobe Aminosäurereste, die zuvor im Inneren des Proteins lokalisiert
waren bzw. durch die Membran abgeschirmt wurden, an die Oberfläche gelangen oder ob
hydrophile Reste sich ins Proteininnere bewegen, kann nicht entschieden werden. Der
Vergleich verschiedener Wärmekapazitätsänderungen im Zusammenhang mit Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkungen zeigt, daß sich die Polarität der TAP-Oberfläche dramatisch
verändert. So wurde für die Glukosebindung an Hefe-Hexokinase nur ein ∆Cp°-Wert von
-0,2 ± 0,5 kJ mol-1 K-1 (Takahasi et al., 1981) festgestellt. Die Bindung des S-Peptids
an das S-Protein aus dem Ribonuklease S-System führt zu einer Wärme-
kapazitätsänderung von ∆Cp° = -1,8 ± 1,1 kJ mol-1 K-1 (Varadarajan et al., 1992) und
für die Dimerisierung des Lambda-Phagen-kodierten λ cro Repressors wurde ein Wert
von ∆Cp° = -6,4 ± 0,7 kJ mol-1 K-1 gefunden (Griko et al., 1992). Lediglich die
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Konformationsänderung von Pepsinogen führt zu einer Wärmekapazitätsänderung (∆Cp°
= -25,5 kJ mol-1 K-1) (Spolar & Record, 1994), die mit der des TAP-Komplexes
vergleichbar ist. Es ist auffällig, daß im Gegensatz zur Peptid-TAP-Assoziation für die
überwiegende Mehrheit der untersuchten Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen eine nega-
tive Wärmekapazitätsänderung in der Literatur beschrieben ist. Neben der Bildung des
Peptid-TAP-Komplexes sind nur wenige weitere Beispiele für positive Wärme-
kapazitätsänderungen bekannt wie z.B. die Kalziumbindung an eine der beiden Bindungs-
stellen des Troponins C (Yamada, 1999) oder die Bindung des antibakteriellen Magainin
Peptids an ungeladene Membranen (Wieprecht et al., 1999).
Während eine Wärmekapazitätsänderung dokumentiert, daß sich die Polarität der Protein-
oberfläche verändert, enthält sie keine Information, in welchem Ausmaß sich die Protein-
struktur umorganisiert. Hält sich z.B. die Zahl der umorientierten hydrophoben und
hydrophilen Aminosäurereste die Waage, so wird trotz einer dramatische Um-
strukturierung des Proteins keine Veränderung der Wärmekapazität beobachtet. Auf der
anderen Seite kann auch für eine Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung, die keine Konfor-
mationsänderung induziert, eine Wärmekapazitätsänderung beobachtet werden. Dies ist
z.B. der Fall, wenn durch die Ligandbindung polare bzw. apolare Bereiche des Liganden
oder des Proteins abgeschirmt werden. Um etwas mehr über die Konformationsänderung
des TAP-Komplexes zu erfahren, wurde der entropieanalytische Ansatz von Spolar &
Record (1994) verfolgt. Demnach setzt sich die Gesamtentropieänderung ∆S° einer
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung aus teilweise gegenläufigen Summanden zusammen
(Gleichung 20).
∆S° = ∆S°HE + ∆S°rt + ∆S°Konf             Gleichung 20
∆S°HE Entropieänderung durch hydrophobe Effekte
∆S°rt Entropieänderung durch eingeschrängte Translation und Rotation
∆S°Konf Entropieänderung durch Konformationswechsel
∆S°HE entspricht der Entropieänderung, die durch hydrophobe Effekte hervorgerufen
wird. Dies wird z.B. bei der Bewegung von apolaren Regionen aus dem Inneren eines
Proteins an dessen wasserzugängliche Oberfläche beobachtet. ∆S°rt steht für den Anteil
der Entropieänderung, der durch die eingeschränkten Translations- und Rotations-
möglichkeiten nach Ligandbindung verursacht wird. ∆S°Konf beschreibt alle übrigen
Effekte im Zusammenhang mit der Konformationsänderung. Der Anteil der einzelnen
Terme an der Gesamtentropieänderung ∆S° wurde mit Hilfe der sogenannten Temperatur
Ts analysiert, bei der keine Entropieänderung ∆S° (∆S°=0) beobachtet wird. Im Falle der
Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes liegt Ts bei 289 K (Abb. 17). ∆S°HE ist
temperaturabhängig und kann mit der semiempirischen Gleichung 21 berechnet werden
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(Spolar & Record, 1994). Bei 289 K ergibt sich für die Peptid-TAP-Wechselwirkung ein
Wert von ∆S°HE = -8,6 kJ mol-1 K-1.
∆S°HE = 1,35 ∆Cp° ln T
386
               Gleichung 21
Da ∆S°rt von dem Logarithmus der Temperatur und der Molekülmasse abhängt, ist die
Entropieänderung ∆S°rt relativ konstant im gesamten Bereich biologisch relevanter
Temperaturen und Massen (Janin & Chlothia, 1978; Finkelstein & Janin, 1989). Aus dem
Vergleich zahlreicher Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen erhielten Spolar und Record
(1994) einen Wert von ∆S°rt = -0,2 kJ mol-1 K-1, der auch für die Bildung des Peptid-
TAP-Komplexes angenommen werden kann. Mit dem Wissen von ∆S°HE und ∆S°rt kann
der Term ∆S°Konf bei der Temperatur Ts = 289 K mit Hilfe der Gleichung 20 berechnet
werden. So ergibt sich für Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes bei 289 K ein posi-
tiver Term von ∆S°Konf = 8,8 kJ mol-1 K-1. Da ∆S°Konf wie ∆S°rt relativ temperatur-
unabhängig ist, kann angenommen werden, daß dieser Wert im gesamten physiolo-
gischen Temperaturbereich gültig ist (Spolar & Record, 1994).
Weil ∆S°Konf mit dem Ausmaß der Konformationsänderung korreliert, werden für die
Wechselwirkungen zwischen starren Körpern lediglich kleine ∆S°Konf-Werte erwartet. So
wurde für die Bindung des Subtilisininhibitors an das Subtilisinmonomer ∆S°Konf = -0,04
kJ mol-1 bestimmt (Spolar & Record, 1994). Der deutlich größere ∆S°Konf-Wert für die
Bildung des Peptid-TAP-Komplexes deutet dagegen auf eine drastische Umorganisation
der TAP-Struktur hin.
Unter der Annahme, daß ∆S°Konf hauptsächlich auf einer Konformationsänderung beruht,
läßt sich das Ausmaß der Umstrukturierung abschätzen. So entwickelten und validierten
Spolar & Record (1994) durch die Analyse zahlreicher NMR- und Röntgenstrukturdaten
Gleichung 22 mit deren Hilfe die Anzahl der Aminosäuren berechnet werden kann, die an
einer Konformationsänderung beteiligt sind.
R = ∆S° Konf
23 J mol-1 K-1
            Gleichung 22
R Anzahl der an einem Konformationswechsel
beteiligten Aminosäuren
Während nur sechs bis neun Aminosäuren bei der Bindung von Biotin an Avidin um-
orientiert werden (Livnah et al., 1993), bewegen sich 36 Aminosäuren bei der
Wechselwirkung des MHC-Klasse-II-Moleküls Ek mit dem T-Zell-Rezeptor 2B4
(Boniface et al., 1999). In der Hirudin-induzierten Faltung von Thrombin sind 50 bis 100
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(Ayala et al., 1995) und bei der Dimerisierung des λ cro Repressors 102 bis 120
Aminosäuren beteiligt (Griko et al., 1992). Für die peptidinduzierte Konformations-
änderung des TAP-Komplexes wurde berechnet, daß 383 der 1434 Aminosäuren (TAP1:
748 AS, TAP2: 686 AS) involviert sind. Das bedeutet, daß 27 % der TAP-Struktur nach
der Peptidbindung neu organisiert wird. Diese hohe Zahl an Aminosäuren, die an dem
Konformationswechsel beteiligt sind, belegt, daß tatsächlich der TAP-Komplex und nicht
ausschließlich das gebundene Peptid seine Struktur ändert. Zusätzlich unterstreicht das
gewaltige Ausmaß des strukturellen Umbaus die Bedeutung der peptidinduzierten TAP-
Konformation und impliziert, daß es sich hierbei um einen essentiellen Schritt innerhalb
des Transportzyklusses handelt.
1.8 In der Peptidbindungstasche des TAP-Komplexes sind
Protonendonorgruppen lokalisiert
Nachdem die Fluoreszenzlöschung von Fluoreszein-markierten Peptiden intensiv genutzt
wurde, um die Kinetik und die Thermodynamik der Bildung des Peptid-TAP-Komplexes
zu untersuchen, wurde nach den molekularen Grundlagen für die Reduktion des
Emissionssignals gefragt. Prinzipiell sind zwei Ursachen für die Fluoreszenzlöschung
von Fluoreszein denkbar. So führt sowohl die Erhöhung der Hydrophobizität als auch die
Erniedrigung des pH-Werts in der Mikroumgebung des Fluoreszeinmoleküls zu einer
Abnahme des Fluoreszenzsignals (Ohkuma & Poole, 1978). Um zu verstehen, welcher
Mechanismus der Fluoreszenzlöschung bei der Bildung des Peptid-TAP-Komplexes zu
Grunde liegt, wurden die Emissionsspektren von TAP-gebundenem und ungebundenem
RRYΦKSTEL mit den Spektren von RRYΦKSTEL in Puffern mit fallendem pH-Wert
oder steigender Hydrophobizität verglichen. Wie in Abbildung 18 gezeigt, verschiebt sich
das Emissionsmaximum in Puffern mit steigender Hydrophobizität zu höheren
Wellenlängen, während sich das Maximum des Emissionssignals bei fallendem pH-Wert
nicht verändert. Die zunehmende Hydrophobizität des Puffers wurde durch Zugabe von
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Abb. 18 Emissionsspektren von RRYΦKSTEL
(A) TAP-haltige Mikrosomen wurden in Bindungspuffer mit RRYΦKSTEL beladen, ungebundenes Peptid
durch Waschen der Mikrosomen abgetrennt und das Emissionsspektrum von TAP-gebundenem
RRYΦKSTEL bei 10°C aufgenommen (λex = 470) (). Anschließend wurde RRYΦKSTEL durch
Zugabe eines 400-fach molaren Überschusses an unmarkiertem Kompetitorpeptid verdrängt und das
Spektrum von ungebundenem RRYΦKSTEL aufgezeichnet (). (B) Die Emissionspektren von
RRYΦKSTEL wurden bei 10°C in Bindungspuffer mit abnehmenden pH-Werten von 9,0 (), 8,0 (),
7,0 (), 6,0 (❏), 5,0 (❍) und 4,0 (∆) und (C) bei steigenden 1,4-Dioxan Konzentrationen von 0 (), 20
(), 40 (❏) und 60 % (v/v) (❍) aufgenommen.
Da sich für TAP-gebundenes bzw. ungebundenes RRYΦKSTEL keine Verschiebung des
Emissionsmaximums beobachten läßt, ist davon auszugehen, daß sich nach der
Konformationsänderung des TAP-Komplexes Protonendonorgruppen in der unmittel-
baren Nähe des Fluorophors befinden.
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2 . Essentielle Regionen und Struktur des viralen TAP-Inhibitors ICP47
Der durch MHC-Klasse-I-vermittelte Zweig des Immunsystems stellt eine effiziente
Maschinerie zur Bekämpfung viraler Infektionen dar. Unter diesem evolutionären Druck
entwickelten zahlreiche Viren Strategien, um der Immunüberwachung zu entgehen. So
exprimiert der Herpes Simplex Virus (HSV) in der Frühphase seiner Proliferation den
TAP-Inhibitor ICP47. Dieses Protein blockiert die Peptid-TAP-Assoziation und verhin-
dert somit die Präsentation von Proteinfragmenten auf der Zelloberfläche. Im zweiten Teil
der vorliegenden Promotionsarbeit wurden die aktive Domäne des HSV-kodierten
Proteins sowie essentielle Regionen innerhalb der aktiven Domäne identifiziert. Zusätzlich
wurde die Struktur von ICP47 untersucht. Soweit nicht anders angegeben, wurde für alle
Experimente der humane TAP-Komplex und ICP47 aus HSV1 verwendet.
2.1 Kurze ICP47-Fragmente wechselwirken nicht mit dem TAP-Komplex
Um essentielle Regionen innerhalb der ICP47-Sequenz zu identifizieren, wurden mit
Hilfe der Fmoc-Methode in einer Zusammenarbeit mit Prof. Jung (Institut für Organische
Chemie, Eberhard Karls Universität Tübingen) sechs überlappende, 25 Aminosäuren
lange ICP47-Fragmente synthetisiert. Alle Fragmente zusammen deckten die gesamte 88
Aminosäuren umfassende Wildtyp-ICP47-Sequenz ab. Jedes dieser 25mere wurde in
Kompetitionsexperimenten eingesetzt, um festzustellen, inwiefern sie in der Lage sind,
die Peptidbindung an TAP zu blockieren. Dazu wurden TAP-haltige Mikrosomen mit
radioaktiv markiertem Reporterpeptid und einem der ICP47-Fragmente inkubiert.
Anschließend wurden die Mikrosomen gewaschen und die Mikrosomen assoziierte
Radioaktivität quantifiziert. Da der TAP-Komplex vorzugsweise Acht- bis 16mere bindet,
war nicht davon auszugehen, daß die ICP47-Fragmente als Peptidsubstrat erkannt werden
(van Endert et al., 1994). Wie in Abbildung 19A gezeigt, blockierte keines der ICP47-
Fragmente die Peptidbindung an den TAP-Komplex. Zusätzlich wurde die Aktivität
verschiedener Kombinationen der 25mere analysiert. Obwohl die Fragmente 1-25, 27-51,
53-77 nahezu der kompletten ICP47-Sequenz entsprechen, blockierte auch keine der
Kombinationen die Peptidbindung an den TAP-Komplex (Daten nicht gezeigt).
Die Beobachtung, daß keines der ICP47-Fragmente in der Lage ist die Aktivität des
unverkürzten Proteins nachzuahmen, deutet daraufhin, daß die Wechselwirkung zwischen
ICP47 und dem TAP-Komplex auf mehreren Interaktionsstellen beruht. Um diese poten-
tiellen Kontakstellen zu identifizieren, wurde versucht, die Wechselwirkung zwischen
dem TAP-Komplex und Wildtyp-ICP47 mit Hilfe der ICP47-Fragmente zu stören. Dazu
wurden TAP-haltige Mikrosomen mit radioaktiv markiertem Reporterpeptid, einer
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Wildtyp-ICP47-Konzentration, die die Peptidbindung zu 50 % inhibiert und einem Über-
schuß der verschiedenen 25mere inkubiert. Nachdem ungebundenes Reporterpeptid
abgetrennt worden war, wurde die Menge des gebundenen Peptids gemessen. Keines der
ICP47-Fragmente war in der Lage die Wildtyp-ICP47-Aktivität und somit die Wechsel-



















































Abb. 19 Überlappende ICP47-Fragmente sind nicht aktiv
(A) In Kompetitionsexperimenten wurden TAP-haltige Mikrosomen mit 100 nM Reporterpeptid
RR*YQKSTEL in Gegenwart eines zweifachen (offene Balken), bzw. 40-fachen Überschusses
(geschlossene Balken) an ICP47-Fragmenten oder Wildtyp-ICP47 45 min auf Eis inkubiert. Anschließend
wurde ungebundenes Reporterpeptid durch Waschen der Mikrosomen enfernt, gebundenes Reporterpeptid
quantifiziert und die Bindungsinhibition mit Hilfe von Gleichung 3 berechnet. (B) TAP-haltige
Mikrosomen wurden mit 100 nM Reporterpeptid RR*YQKSTEL, 5 µM eines ICP47-Fragments und
50 nM Wildtyp-ICP47 inkubiert. Die gestrichelte Linie gibt die Inhibition der Peptidbindung durch
Wildtyp-ICP47 in Abwesenheit eines ICP47-Fragments an.
Da die ICP47-Fragmente weder allein noch in Kombination eine vergleichbare Aktivität
mit dem Wildtyp-ICP47 zeigten und zusätzlich keines der 25mere die Wechselwirkung
zwischen Wildtyp-ICP47 und dem TAP-Komplex störte, ist anzunehmen, daß die
Integrität einer größeren Einheit für die Aktivität des viralen Inhibitors notwendig ist.
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2.2 Wildtyp-ICP47 und die hochkonservierte N-terminale Region ICP47(1-53) zeigen
die gleiche Aktivität
In einem zweiten Ansatz, essentielle Bereiche innerhalb des ICP47-Moleküls zu identi-
fizieren, wurden die ICP47-Sequenzen aus verschiedenen HSV-Stämmen verglichen.


























Abb. 20 Sequenzvergleich und Strukturvorhersage
(A) Mit dem Programm MACAW 2.0.4. wurden die ICP47-Sequenzen aus verschiedenen HSV-Stämmen
verglichen. Sequenzidentische Abschnitte wurden grau unterlegt (1: McGeoch et al., 1988; 2: Früh et al.,
1995; 3: McGeoch et al., 1985; 4: Whitton & Clements, 1984; Kohlstätt et al., 1996). (B) Basierend auf
der Primärstruktur wurde mit Hilfe des Programms McMatch ein Helix-Turn-Helix Motiv vorhergesagt.
α-helikale Regionen wurden mit einem "a" gekennzeichet, während das Turn-Motiv mit "t" unterlegt ist.
Wie in Abbildung 20A gezeigt, sind die N-terminalen zwei Drittel der ICP47-Sequenz
hochkonserviert. Zusätzlich wurde in diesem Bereich von dem Programm McMatch,
ausgehend von der Primärstruktur, ein Helix-Turn-Helix Motiv vorhergesagt. Die C-
terminale Hälfte schien dagegen keine charakteristischen Strukturmerkmale zu besitzen
(Abb. 20B). Berechnungen mit Algorithmen der Genetics Computer Group (GCG)
führten zu ähnlichen Ergebnissen. Sequenzähnlichkeiten zu anderen bekannten Proteinen
bestehen nicht. Basierend auf dem Sequenzvergleich und der Strukturvorhersage wurde
angenommen, daß die N-terminale Region zwischen den Positionen 1 bis 53 für die
Aktivität des viralen Inhibitors entscheidend ist. Um diese Hypothese zu überprüfen,
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wurde die Aktivität von Wildtyp-ICP47 und des Fragments ICP47(1-53) verglichen.
Dabei wurden alle vier bekannten Charakteristika von ICP47 untersucht; die Blockierung
des TAP-vermittelten Peptidtransports, die Affinität zum TAP-Komplex, die Inhibition
der Peptid-TAP-Bindung und die Speziesspezifität für den humanen Antigenpeptid-
Transporter.
Zuerst wurde mit Hilfe von Transportexperimenten überprüft, ob das hochkonservierte
Segment ICP47(1-53) den ATP-abhängigen und TAP-vermittelten Peptidtransport
blockiert. Dazu wurden TAP-haltige Mikrosomen mit Fluoreszein-markiertem
Reporterpeptid und einer steigenden Konzentration ICP47(1-53) in Abwesenheit und
Gegenwart von ATP inkubiert. Nachdem nicht transportierte Peptide durch Waschen der























Abb. 21 Blockierung des Peptidtransports durch ICP47(1-53)
TAP-haltige Mikrosomen wurden im Bindungspuffer mit 300 nM Fluoreszein-markiertem Reporterpeptid
RRYΦKSTEL und einer steigenden Konzentration ICP47(1-53) in Ab- (offene Balken) und Anwesenheit
(geschlossene Balken) von 3 mM ATP 12 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde der Transport
durch Zugabe von eiskaltem Bindungspuffer gestoppt und TAP-gebundenes Reporterpeptid durch Zugabe
eines 400-fach molaren Überschusses an unmarkiertem Kompetitorpeptid verdrängt. Nachdem die
Mikrosomen durch mehrere Zentrifugationsschritte gewaschen worden waren, wurden sie lysiert und die
Menge der transportierten Peptide fluoreszenzspektroskopisch bestimmt (λem/ex = 470/515 nm). Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei unabhängigen Experimenten.
Wie in Abbildung 21 dokumentiert, wurde eine deutliche Korrelation zwischen der
Blockierung des ATP-abhängigen Peptidtransports und der ICP47(1-53)-Konzentration
beobachtet. Der Vergleich der Inhibitionsaktivität des Fragments ICP47(1-53) mit der des
Wildtyp-ICP47 (Ahn et al., 1996) zeigte, daß beide Polypeptide den Peptidtransport mit
gleicher Effiziens blockieren.
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Anschließend wurde mit Hilfe von Sättigungsbindungsexperimenten untersucht, mit
welcher Affinität ICP47(1-53) an den TAP-Komplex bindet. TAP-haltige Mikrosomen
wurden mit einer steigenden Konzentration radioaktiv markiertem ICP47(1-53) inkubiert
und die Menge des TAP-gebundenen ICP47(1-53) gegen die Konzentration aufgetragen.
Die Hintergrundbindung wurde in Gegenwart eines hohen Überschusses an
unmarkiertem ICP47(1-53) kontrolliert (Abb. 22).























TAP-haltige Mikrosomen wurden mit einer steigenden Konzentrationen 125Iod-markiertem ICP47(1-53)
in Ab- () und Anwesenheit (❑) eines 400-fach molaren Überschusses an unmarkiertem ICP47(1-53)
45 min auf Eis inkubiert. Ungebundenes ICP47(1-53) wurde durch Waschen der Mikrosomen entfernt und
Mikrosomen assoziiertes ICP47(1-53) mit Hilfe eines γ−Zählers quantifiziert. Die Daten wurden mit
Gleichung 2 approximiert. Für die Wechselwirkung zwischen ICP47(1-53) mit dem TAP-Komplex wurde
ein Kd = 53 ± 5 nM bestimmt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestents
zwei unabhängigen Experimenten.
Es wurde ein sättigbares Bindungsverhalten beobachtet, das sich mit Gleichung 2
beschreiben ließ. Die berechnete Dissoziationskonstante Kd = 53 ± 5 nM stimmte mit
dem Kd-Wert (42 - 52 nM) für die Wechselwirkung zwischen Wildtyp-ICP47 und dem
TAP-Komplex überein (Ahn et al., 1996; Tomazin et al., 1996). Somit ist gezeigt, daß
das N-terminale Fragment ICP47(1-53) mit der gleichen Affinität an den TAP-Komplex
bindet wie Wildtyp-ICP47.
Da die hohe Bindungsaffinität von ICP47(1-53) nicht notwendigerweise beweist, daß die
konservierte N-terminale Region des viralen Inhibitors auch für die Blockierung der
Peptidbindung verantwortlich ist, wurden Kompetitionsstudien durchgeführt. Dafür
wurde die Inhibition der Peptidbindung in Gegenwart von steigender ICP47(1-53) bzw.
Wildtyp-ICP47-Konzentration gemessen. Wie aus Abbildung 23 hervorgeht, blockiert
das Fragment ICP47(1-53) die Peptidbindung mit vergleichbarer Effizienz wie Wildtyp-
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ICP47. Die hier berechneten Kd-Werte von 60 ± 10 nM für ICP47(1-53) bzw. 50

























TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 100 nM Reporterpeptid RR*YQKSTEL und einer steigenden
Menge ICP47(1-53) () bzw. Wildtyp-ICP47 (❑) 45 min auf Eis inkubiert. Nachdem ungebundenes
Reporterpeptid abgetrennt worden war, wurde die Mikrosomen assoziierte Radioaktivität gemessen und die
Inhibition der Peptidbindung berechnet (Gleichung 3). Die Mikrosomen assoziierte Radioaktivität, die 0
bzw. 100 % Inhibition der Peptidbindung entspricht, wurde in Abwesenheit oder Anwesenheit eines 400-
fach molaren Überschusses an unmarkiertem Peptid RRYQKSTEL bestimmt. Die Daten wurden mit
Gleichung 4 approximiert und Kd-Werte von 60 ± 10 nM für ICP47(1-53) bzw. 50 ± 7 nM für
Wildtyp-ICP47 berechnet. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens zwei
unabhängigen Experimenten.
Für Wildtyp-ICP47 wurde eine deutlich geringere Affinität zum murinen (mTAP) als zum
humanen TAP-Komplex (hTAP) beobachtet (Ahn et al., 1996). Mit Hilfe von
Kompetitionsexperimenten wurde untersucht, ob das Fragment ICP47(1-53) eine
vergleichbare Speziesspezifität für den humanen Antigenpeptid-Transporter zeigt.
Tatsächlich lag der IC50-Wert von ICP47(1-53) beim mTAP-Komplex etwa 50-fach
höher als beim humanen Transporter (Abb. 24). Aus den IC50-Werten wurden für die
Wechselwirkung zwischen ICP47(1-53) mit dem hTAP-Komplex ein Kd = 50 ± 13 nM
berechnet, während für die Bindung an den mTAP-Komplex eine Dissoziationskonstante
Kd = 2,7 ± 0,8 µM gefunden wurde. Diese deutlich erhöhte Affinität des N-terminalen
Segments ICP47(1-53) für den hTAP-Komplex zeigt, daß der konservierte N-terminale
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Abb. 24 Speziesspezifität von ICP47(1-53)
hTAP- () bzw. mTAP-haltige () Mikrosomen wurden mit 100 nM Reporterpeptid RR*YQKSTEL
und einer steigenden Konzentration ICP47(1-53) 45 min auf Eis inkubiert. Nachdem die Menge gebunde-
nen Peptids quantifiziert worden war, wurde die Inhibition der Peptidbindung berechnet (Gleichung 3) und
die Daten mit Gleichung 4 approximiert. Für die Bindung von ICP47(1-53) an den hTAP- bzw. mTAP-
Komplex wurden Dissoziationskonstanten Kd = 50 ± 13 nM und Kd = 2,7 ± 0,8 µM berechnet.
2.3 ICP47(3-34) entspricht der aktiven Domäne von ICP47
Wie die Untersuchungen des Fragments ICP47(1-53) ergeben haben, ist diese hoch-
konservierte N-terminale Region des viralen TAP-Inhibitors für alle vier bekannten
Aktivitätsmerkmale verantwortlich. So wurden weder bei der Blockierung der Peptid-
bindung bzw. des Peptidtransports noch bei der Bindungsaffinität oder bei der Spezies-
spezifität signifikante Unterschiede zwischen ICP47(1-53) und dem unverkürzten Poly-
peptid festgestellt. Anschließend wurde die Frage adressiert, inwiefern sich ICP47 ohne
Aktivitätsverlust weiter verkürzen läßt. Um die minimale aktive Einheit von ICP47 zu
identifizieren, wurden systematisch N- und C-terminal verkürzte ICP47-Fragmente in
einer Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. G. Jung (Institut für Organische
Chemie, Eberhard Karls Universität Tübingen) synthetisiert und deren Aktivität mit Hilfe
von Kompetitionsexperimenten überprüft.
Während der Methionin- und der Serinrest an Position 1 und 2 für die Funktion von
ICP47 nicht essentiell waren, führte der Verlust des Trytophanrests an Position 3 zu einer
signifikanten Aktivitätsabnahme (Abb. 25A). Fragmente, die kürzer als ICP47(4-53)
waren, blockierten die Peptidbindung an den TAP-Komplex nicht mehr. Im Gegensatz
zum N-Terminus konnte der C-Terminus überraschenderweise deutlich verkürzt werden
(Abb. 25B). So blockierte noch das Fragment ICP47(1-34) die Peptidbindung mit der
gleichen Effiziens wie das unverkürzte Polypeptid. Erst Fragmente kürzer als ICP47(1-
34) verloren stufenweise ihre Aktivität. Für das Fragment ICP47(1-30) bzw. kürzere
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Varianten konnte kein inhibitorischer Effekt mehr nachgewiesen werden. Die reduzierte
Aktivität der Fragmente ICP47(1-46) und ICP47(1-48) deutete darauf hin, daß die
zusätzliche negative Ladung durch den künstlich erzeugten freien C-Terminus an dieser
Position nicht toleriert wird. Sowohl die Ergebnisse der N- als auch der C-terminalen
Verkürzungen wurden durch die Kd-Wert-Bestimmung der einzelnen Fragmente bestätigt
(Tab. 3).

















































Abb. 25 N- und C-terminale Verkürzungen von ICP47
TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 100 nM Reporterpeptid RR*YQKSTEL in der Gegenwart von
1 µM der N- (A) bzw. C-terminal (B) verkürzten ICP47-Fragmente 45 min auf Eis inkubiert. Nach der
Quantifizierung des gebundenen Reporterpeptids wurde die Inhibition der Peptidbindung berechnet
(Gleichung 3). Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus mindestens drei unabhängigen
Experimenten.
Die Resultate der N- und C-terminalen Verkürzungen implizierten, daß das Fragment
ICP47(3-34) die minimale aktive Einheit des viralen Inhibitors darstellt. Um dies zu über-
prüfen, wurde das Fragment ICP47(3-34) synthetisiert und dessen Affinität zum TAP-
Komplex bestimmt (Tab. 3). Unter Berücksichtigung des drastischen Affinitätsverlusts
weiter verkürzter ICP47-Varianten stimmte die Dissoziationskonstante Kd = 89 ± 17 nM
von ICP47(3-34) mit der Affinitätskonstante von Wildtyp-ICP47 gut überein. Somit
konnte ICP47(3-34) als die aktiven Domäne des viralen Inhibitors bezüglich der
Blockierung der Peptidbindung an den TAP-Komplex identifiziert werden.
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Tab. 3 Affinität verkürzter ICP47-Moleküle zum TAP-Komplex
Für alle aufgelisteten ICP47-Varianten wurden die IC50-Werte durch Kompetitionsexperimente bestimmt.
Mit Hilfe eines internen Standards wurden die IC50-Werte in Kd-Werte umgerechnet.
2.4 Ein Muster geladener Aminosäuren ist essentiell für die Aktivität von ICP47
Um essentielle Aminosäuren innerhalb der aktiven Domäne zu identifizieren, wurden zwei
Arbeitshypothesen aufgestellt: Die erste Hypothese beruhte auf der Annahme, daß das
vorhergesagten Helix-Turn-Helix-Motiv (Abb. 20B) für die Funktionalität von ICP47
entscheidend sein könnte. Diese Vermutung wurde dadurch gestützt, daß bereits die teil-
weise Deletion der vorhergesagten N-terminalen α−Helix zum völligen Verlust der
Aktivität führt (Abb. 25A). Das zweite Arbeitsmodell basierte auf einem konservierten
Muster geladener Aminosäuren (Abb. 20A). Da der TAP-Komplex Peptide u.a. über ihre
freien N- und C-Termini erkennt (Momburg et al., 1994; Schumacher et al., 1994),
wurde spekuliert, daß die Seitenketten der geladenen Aminosäuren den freien N- bzw. C-
Terminus nachahmen.
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            1........10........20........30........40....
ICP47(3-45) ..WALEMADTFLDNMRVGPRTYADVRDEINKRGREDREAARTAVH
 G18S/P19S  ..WALEMADTFLDNMRVSSRTYADVRDEINKRGREDREAARTAVH
   HSpH     ..WALEMADTFLDGSGSGSGSGSGSGSGSNKRGREDREAARTAVH
Abb. 26 Mutanten von ICP47
Ausgetauschte Aminosäuren des Fragments ICP47(3-45) wurden hochgestellt.
Im Rahmen der ersten Arbeitshypothese wurde überprüft, ob das Glyzin-Prolin Turn-
Motiv für die Aktivität von ICP47 essentiell ist. Dazu wurde die Mutante G18S/P19S
synthetisiert. Zusätzlich wurde eine ICP47-Variante erzeugt (HSpH), bei der ein 16
Aminosäuren langer Abschnitt zwischen beiden vorhergesagten Helizes durch ein Glyzin-











































Abb. 27 Essentielle Aminosäuren innerhalb der aktiven Domäne von ICP47
TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 100 nM Reporterpeptid RR*YQKSTEL in Gegenwart von 1 µM
Wildtyp-Fragment (3-45), G18S/P19S bzw. HSpH oder 2,5 µM Wildtyp-Fragment ICP47(1-32), D24G,
R20G, R20G/D24G bzw. D24G/K31G/R32G 45 min auf Eis inkubiert. Die Menge an gebundenem
Reporterpeptid wurde quantifiziert und die Inhibition der Peptidbindung berechnet (Gleichung 3). Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung von mindestens zwei unabhängigen Experimenten.
Kompetitionsexperimente zeigten, daß die Mutation G18S/P19S die Aktivität nahezu nicht
beeinflußt, während die Variante HSpH nicht in der Lage war, die Peptidbindung an den
TAP-Komplex zu blockieren (Abb. 27). Demzufolge ist weder das Turn-Motiv noch die
Aminosäuren Glyzin oder Prolin an den Positionen 18 bzw. 19 für die Aktivität des
viralen Inhibitors entscheidend. Auch die vorhergesagten α−Helizes allein sind für die
Funktionalität von ICP47 nicht ausreichend. Das Segment zwischen den potentiellen α−
Helizes dagegen scheint essentielle Aminosäuren zu beinhalten. Dieser Befund stützt die
Ergebnisse 67
zweite Arbeitshypothese. Es wurden ICP47-Varianten synthetisiert, bei denen
konservierte geladenen Aminosäuren zwischen den beiden vorhergesagten α−Helizes an
den Positionen 20, 24, 31 und 32 durch Glyzin ersetzt worden waren. Wie in
Abbildung 27 gezeigt, führten die Einzelmutationen D24G bzw. R20G und die Doppel-
mutation R20G/D24G zu einem signifikanten Verlust der Aktivität. Die Trippelmutante
D24G/K31G/R32G blockierte die Peptidbindung an den TAP-Komplex überhaupt nicht
mehr. Demzufolge spielen die untersuchten geladenen Aminosäuren innerhalb der aktiven
Domäne eine kritische Rolle. Inwiefern sie tatsächlich den freien N- und C-Terminus
nachahmen, konnte allerdings nicht entschieden werden.
2.5 Chimären aus ICP47-1 und ICP47-2
Chimären, die aus zwei sequenzhomologen Proteinen mit unterschiedlicher Aktivität
zusammengesetzt sind, stellen nützliche Hilfsmittel auf der Suche nach essentiellen
























Abb. 28 ICP47-2 zeigt im Vergleich zu ICP47-1 eine 50-fach reduzierte Affinität
zum TAP-Komplex
TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 100 nM Reporterpeptid RR*YQKSTEL in Gegenwart steigender
Konzentrationen ICP47(1-53)-1 () bzw. ICP47(1-53)-2 () 45 min auf Eis inkubiert. Die Menge
gebundenen Reporterpeptids wurde quantifiziert, die Inhibition der Peptidbindung berechnet (Gleichung 3)
und mit Gleichung 4 approximiert. Für ICP47(1-53)-1 und ICP47(1-53)-2 wurden die Dissoziations-
konstanten Kd = 50 ± 13 nM bzw. 2,7 ± 0,8 µM berechnet.
Wie in Abbildung 20A dargestellt, zeigt die Sequenz der HSV Typ2 (HSV2) kodierten
ICP47-Variante (ICP47-2) (Whitton & Clements, 1984; Kohlstätt et al., 1996) zwischen
den Positionen 1 bis 52 bzw. 54 eine deutliche Homologie mit der bisher untersuchten
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ICP47-Variante (ICP47-1) des HSV Typ1 (HSV1) (McGeoch et al., 1988). Trotzdem
wurde eine signifikant reduzierte Aktivität des ICP47(1-53)-2 Moleküls festgestellt
(Abb. 28). Mit Hilfe von Kompetitionsexperimenten wurde eine mehr als 50-fach
reduzierte Affinität von ICP47(1-53)-2 im Vergleich zu ICP47(1-53)-1 gemessen.
Während in diesem Satz von Experimenten für ICP47(1-53)-1 eine Dissoziations-
konstante Kd = 50 ± 13 nM bestimmt wurde, ergab sich für ICP47(1-53)-2 der Wert Kd
= 2,7 ± 0,8 µM.
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Abb. 29 Chimäre Moleküle aus ICP47-1 und ICP47-2
TAP-haltige Mikrosomen wurden mit 100 nM Reporterpeptid RR*YQKSTEL in Gegenwart von
2,5 µM der ICP47-Varianten 45 min auf Eis inkubiert, die Menge gebundenen Peptids quantifiziert und
die Inhibition der Peptidbindung berechnet (Gleichung 3). Es wurden ICP47-Varianten verwendet, bei
denen nicht-konservierte Blöcke der Typ2-Sequenz in die Typ1-Sequenz eingebaut worden waren (A) und
Chimäre, bei denen stufenweise die Typ1-Sequenz durch die Typ2-Sequenz ersetzt worden war (B). HSV2-
kodierte Sequenzabschnitte wurden schwarz unterlegt. Die gestrichelte Linie deutet die Inhibition der
Peptidbindung durch das unveränderte ICP47-1(1-32)-Molekül an. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung von mindestens zwei unabhängigen Experimenten.
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Für die Synthese der Hybridmoleküle wurde das kurze Fragment ICP47(1-32)
ausgewählt, das die Mehrzahl der abweichenden Sequenzabschnitte innerhalb des
konservierten N-Terminuses enthält (Abb. 20A). Bei der Konstruktion der chimären
Moleküle wurden zwei Ansätze verfolgt. Zuerst wurden einzelne nicht-konservierte
Blöcke der Typ2-Sequenz in die Typ1-Sequenz eingebaut und deren Aktivität mit
Kompetitionsexperimenten untersucht (Abb. 29A). Überraschenderweise wurde nur für
die Chimäre, welche die Typ2-Sequenz "MPS" an den Positionen 10 bis 12 trug eine
signifikante Abnahme der Aktivität beobachtet. Alle anderen untersuchten Chimären
zeigten nur kleinere Aktivitätsschwankungen. Die Hybridmoleküle mit der Typ2 Sequenz
"KTT" oder "CA" an den Positionen 6 bis 8 bzw. 26 bis 27 blockierten die Peptid-
bindung sogar mit einer etwas höheren Effiziens als das unveränderte Typ1-Fragment.
In einem zweiten Ansatz wurde die hoch-affine Typ1-Sequenz stufenweise durch die
nieder-affine Typ2-Sequenz ersetzt (Abb. 29B). Während ICP47-Varianten, die an den
Positionen 1 bis 10 die Typ2-Sequenz trugen die volle Aktivität zeigten, führte der Einbau
des Typ2-kodierten Prolins an Position 11 zum Verlust der Fähigkeit die Peptidbindung
zu inhibieren. Somit konnte der Prolinrest an Position 11 eindeutig für die schwache
Aktivität von ICP47-2 verantwortlich gemacht werden. Alle anderen Sequenzunterschiede
spielten dagegen eine untergeordnete Rolle.
2.6 Negativ geladene Membranen induzieren eine α−helikale Struktur von ICP47
Wie die Experimente mit chimären ICP47-Molekülen gezeigt haben, toleriert der virale
Inhibitor kein Prolin an Position 11 innerhalb der N-terminalen vorhergesagten α−Helix.
Da die Aminosäure Prolin dafür bekannt ist, die Ausbildung von α−Helizes zu verhin-
dern, wurde vermutet, daß eine definierte Struktur von ICP47 für die Aktivität
Voraussetzung ist. Aus diesem Grund wurde in einer Zusammenarbeit mit Dirk Beinert
(AG Prof. R. Tampé) die Sekundärstruktur von ICP47 mit Hilfe der CD-Spektroskopie
untersucht. Für die CD-spektroskopischen Experimente wurde die konservierte und
aktive Region ICP47(1-53) verwendet. Überraschenderweise zeigte das CD-Spektrum
von 16 µM ICP47(1-53) in Phosphatpuffer (pH 7,0) die typische Form eines Proteins
mit Zufallsknäuelstruktur (Abb. 30). Um sicherzugehen, daß keine Konzentrations- oder
pH-Effekte die korrekte Faltung des Polypeptids verhinderten, wurden die Messungen bei
ICP47(1-53)-Konzentrationen zwischen 10 µM und 80 µM, bzw. bei pH-Werten
zwischen 5,0 und 9,0 wiederholt. Bei allen untersuchten Bedingungen lag ICP47
unstrukturiert vor (Daten nicht gezeigt). Da ICP47 ein sehr hydrophobes Molekül
darstellt, das sich gut in organischen Lösungsmitteln löst und zusätzlich mit einem
membranständigen Protein interagiert, wurde als nächstes spekuliert, inwiefern eine lipid-
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artige Umgebung zu einer Strukturierung des viralen Proteins führt. Aus diesem Grund
wurden CD-Spektren von ICP47(1-53) in Gegenwart des Membranmimetikums Trifluor-
ethanol (TFE) aufgenommen (Abb. 30A). Tatsächlich entwickelten die CD-Spektren mit
steigender TFE-Konzentration das für α−helikale Strukturen typische Minimum bei
206 nm und die charakteristische Schulter bei 222 nm. Während ICP47(1-53) in
wässriger Lösung unstrukturiert vorliegt, induziert eine lipidähnliche Umgebung eine α−
helikale Konformation.
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Abb. 30 CD-Spektren von ICP47(1-53) in Gegenwart von TFE und SDS
Es wurden CD-Spektren von 16 µM ICP47(1-53) in Gegenwart von 0 (), 20 (), 30 () und 40 %
(v/v) (❏) TFE (A) bzw. 0 (), 0,1 (), 0,5 (), 1,0 (❏) und 10 mM (❍) SDS (B) in 50 mM Natrium-
phospatpuffer (pH 7,0) bei 20°C aufgenommen. Alle dargestellten Spektren wurden durch Mittelung von
zehn Einzelspektren geglättet und durch Subtraktion von Lösungsmittelspektren hintergrundkorrigiert.
Zusätzlich wurde die Sekundärstruktur von ICP47(1-53) in Gegenwart von Natrium-
dodezylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS)-Mizellen untersucht, die ähnlich wie
Membranen eine hydrophobe/hydrophile Grenzfläche bilden. Auch hier wurde oberhalb
einer kritischen SDS-Konzentration eine drastische Änderung der ICP47-Konformation
von einem Zufallsknäuel zu einer α−helikalen Struktur beobachtet (Abb 30B).
Da TFE und SDS Lipidmembranen nur unzureichend nachahmen und zusätzlich die
intrinsische Eigenschaft haben α−helikale Strukturen zu induzieren, wurden CD-Spektren
von ICP47(1-53) in Gegenwart von neutralen, positiv und negativ geladenen Membranen
aufgenommen (Abb 31A). Dazu wurden Vesikel aus dem neutralen Lipid Dimyristoyl-L-
α−phosphatidylcholin (DMPC) bzw. aus Gemischen von DMPC und den negativ gelade-
nen Lipiden Dilauryl-L-α−phosphat (DLPA) oder Dimyristoyl-L-α−phosphatidylglyzin
(DMPG) präpariert. Positiv geladene Vesikel wurden aus den neutralen Lipiden
Palmitoyloleyl-L-α−phosphaditylcholin (POPC) und dem positiv geladenen Lipid
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Dihexadezyldimethylammoniumbromid (DHDAB) hergestellt. Während ICP47(1-53) in
Gegenwart von neutralen oder positiv geladenen Vesikeln keine definierte Proteinfaltung
zeigte, induzierten negativ geladene Vesikel eine α−helikale Struktur. Um sicherzustellen,
daß die negative Ladung und nicht die Interaktion mit einem speziellen Lipid für die
veränderte ICP47(1-53)-Struktur verantwortlich ist, wurden bei der Vesikelpräparation
unterschiedliche negativ geladene Lipide verwendet. Die Analyse der CD-Spektren zeigte
allerdings, daß sowohl DLPA als auch DMPG-haltige Membranen eine
Konformationsänderung von ICP47(1-53) induzieren (Abb. 31A).
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Abb. 31 CD-Spektren von ICP47(1-53) in Gegenwart von Membranen mit
unterschiedlicher Ladung
(A) Es wurden CD-Spektren von 16 µM ICP47(1-53) in Abwesenheit () und Gegenwart verschiedener
Lipidvesikel in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) bei 37°C aufgenommen. Dafür wurden kleine
unilaminare Vesikel aus dem neutralen Lipid DMPC (), aus äquimolaren Mischungen des neutralen
POPC mit dem positiv geladenem DHDAB () bzw. äquimolaren Mischungen von DMPC mit den nega-
tiv geladenen Lipiden DLPA (❏) und DMPG (❍) präpariert (siehe Material und Methoden). (B) Zusätzlich
wurden Spektren in Abwesenheit () und Gegenwart von DMPC-Vesikeln mit einem molaren Anteil des
negativ geladenen Lipids DMPG von 0 (), 25 (), 50 (❏), 75 (❍), und 100 % (∆) aufgenommen. In
allen Experimenten betrug die Lipidkonzentration 3 mM. Alle Spektren wurden durch Mittelung aus zehn
Einzelspektren geglättet und durch Subtraktion der Spektren entsprechender vesikulärer Emulsionen
hintergrundkorrigiert.
Um den Effekt der negativen Ladung genauer zu untersuchen, wurden CD-Spektren von
ICP47(1-53) in Anwesenheit von DMPC-Vesikeln mit einem steigenden Anteil negativ
geladener DMPG-Lipide analysiert (Abb. 31B). Da die Phasenübergangstemperatur von
DMPC 23,5 und von DMPG 24°C beträgt, wurden alle Spektren bei 37°C aufgenommen.
Wie erwartet, wurden keine Unterschiede der Spektrenform für ICP47(1-53) in
wässrigem Puffer oder in Gegenwart von neutralen Vesikeln beobachtet. Eine steigende
negative Ladungsdichte der Membranen führte allerdings zu einer zunehmenden
Ausbildung des charakteristischen Minimums bei 206 und der Schulter bei 222 nm. Bei
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einem molaren DMPG-Anteil von 75 % wurde ein Maximum der Helixformation fest-
gestellt, während Vesikel, die zu 100 % aus DMPG bestanden, weniger effizient die α−
helikale Struktur von ICP47(1-53) induzieren.
2.7 ICP47 bindet an negativ geladene Membranen
Die Ergebnisse der CD-Spektroskopie legten die Vermutung nahe, daß die α−helikale
Sekundärstruktur von ICP47(1-53) durch die Bindung an negativ geladene Membranen
induziert wird. Da die CD-Daten aber lediglich den Konformationswechsel und nicht eine
Bindung an die Membran bewiesen haben, wurde die Membranassoziation von ICP47 mit
Hilfe von zwei unterschiedlichen experimentelle Ansätze gezeigt. Einerseits wurde der
einzige Tryptophanrest an Position 3 von ICP47(1-53) als umgebungssensitive Sonde für
eine fluoreszenzspektroskopische Untersuchung genutzt, andererseits wurde mit Hilfe
von Sättigungsbindungsexperimenten direkt die Affinität der aktiven Domäne von ICP47
zu mikrosomalen Membranen bestimmt.






















Abb. 32 Blauverschiebung des Tryptophan-Emissionssignals von
ICP47(1-53) in Gegenwart von negativ geladenen Membranen
Es wurde die Tryptophan-Fluoreszenz (λex = 290 nm) von 5,8 µM ICP47(1-53) in Abwesenheit () und
Gegenwart von DMPC-Vesikeln mit einem steigenden molaren DMPG-Anteil von 0 (), 25 (), 50
(❏), 75 (❍), und 100 % (∆) bei 37°C in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) aufgenommen. Die
Lipidkonzentration betrug 1,1 mM. Alle Spektren wurden mit Hilfe von identischen Lösungen in
Abwesenheit von ICP47(1-53) hintergrundkorrigiert.
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Da die Fluoreszenz des Fluorophors Tryptophan durch die Kollision mit Wasser-
molekülen gelöscht wird und zusätzlich die Lage des Emissionsmaximums von der
Hydrophobizität der direkten Umgebung abhängt, bot der Tryptophanrest an Position 3
optimale Voraussetzungen, um die Wechselwirkung zwischen ICP47 und Membranen zu
untersuchen. Aus diesem Grund wurden die Tryptophan-Emissionsspektren von
ICP47(1-53) in Ab- und Anwesenheit von DMPC-Membranen, die einen steigenden
Anteil von DMPG enthielten, aufgenommen. Wie in Abbildung 32 dargestellt, zeigte
ICP47(1-53) in Abwesenheit von Membranen ein relativ schwaches rotverschobenes
Emissionssignal. In Gegenwart von Vesikeln mit steigender negativer Ladungsdichte
nahm die Fluoreszenzintensität deutlich zu. Das stärkste Emissionssignal wurde in
Anwesenheit von Vesikeln beobachtet, die zu 75 % aus DMPG bestanden. Interessanter-
weise wurde die maximale Helixbildung ebenfalls durch Membranen dieser Ladungs-
dichte hervorgerufen (Abb. 31B). Neben der Fluoreszenzzunahme wurde zusätzlich eine
Verschiebung des Emissionsmaximums zu niedrigeren Wellenlängen in Gegenwart von
Vesikeln mit steigender negativer Ladungsdichte festgestellt (Abb. 32). Während der
Tryptophanrest in Abwesenheit von Membranen dem polaren wässrigen Milieu ausgesetzt
ist, befindet er sich in Gegenwart von negativ geladenen Membranen in einer
hydrophoben Umgebung, die den Fluorophor vor Kollisionen mit Wassermolekülen
schützt. Sowohl das reduzierte Fluoreszenzsignal als auch die Verschiebung des
Emissionsmaximums implizieren, daß der virale Inhibitor ICP47 an die Membran bindet.



























Abb. 33 ICP47(2-34) bindet an mikrosomale Membranen
Mikrosomen, die aus nicht-infizierten Sf9-Zellen präpariert worden waren, wurden mit einer steigenden
Konzentration an 125Iod-markiertem ICP47(2-34) 15 min bei 20°C inkubiert. Nachdem die Mikrosomen
gewaschen worden waren, wurden die Membran assozierte Radioaktivität mit Hilfe eines γ−Zählers
quantifiziert. Die Dissoziationskonstante Kd = 34 ± 9 µM wurde durch Approximation mit Gleichung 2
berechnet.
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In einem zweiten experimentellen Ansatz wurde die Membranassoziation der aktiven
Domäne ICP47(2-34) direkt untersucht. Dafür wurden Mikrosomen, die keinen TAP-
Komplex enthielten aus nicht-infizierten Sf9-Zellen präpariert und mit einer steigenden
Konzentration 125Iod-markiertem ICP47(2-34) inkubiert. Nachdem die Mikrosomen
gewaschen worden waren, wurde Membran assoziertes ICP47(2-34) quantifiziert und
gegen die Konzentration aufgetragen (Abb. 33). Durch Approximation der Daten mit
Gleichung 2 wurde eine Dissoziationskonstante Kd = 34 ± 9 µM berechnet. Somit
konnte eine Bindung der aktiven Domäne ICP47(2-34) an natürliche mikrosomale
Membranen nachgewiesen werden. Allerdings zeigte ICP47(2-34) eine 350 bis 400-fach
schwächere Affinität zu Mikrosomen, die kein TAP enthielten, als zu Mikrosomen, die
aus TAP-exprimierenden Sf9-Zellen isoliert worden waren.
2.8 NMR-Struktur der aktiven Domäne von ICP47
Da es sich bei der aktiven Domäne um eine kurzes Polypeptid handelt, konnte deren












Abb. 34 NMR-Struktur der aktiven Domäne von ICP47
(A) Mit Hilfe des Programms Molscript 3.0 wurden die Strukturen von ICP47(2-34) dargestellt, die mit
den NMR-Daten am besten übereinstimmten. Die N-terminalen α−Helizes (rot) wurden übereinander-
gelegt, während die C-terminalen α−Helizes (grün) ihrer relativen Lage nach abgebildet wurden. (B) Mit
Hilfe des Programms XPLOR 3.1 wurde die Struktur mit der geringsten Energie berechnet.
Um die artifizielle positive Ladung in direkter Nachbarschaft zum essentiellen Tryptophan
an Position 3 zu vermeiden, wurden diese Experimente mit der elongierten aktiven
Domäne ICP47(2-34) durchgeführt. In einer Zusammenarbeit mit der Gruppe von Dr. T.
A. Holak (Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried) wurden NMR-Spektren von
4,3 mM ICP47(2-34) in Gegenwart von 560 nM deuteriertem SDS in 90 % H2O /
10 % D2O aufgenommen und ausgewertet. Die Analyse der NOESY-Spektren ergab für
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die Region zwischen den Position 4 und 15 bzw. 22 und 32 die für eine α−helikale
Struktur charakteristischen NOEs Hα(i)-HN(i+3), Hα(i)-HN(i+4) und Hα(i)-Hβ(i+3).
Beide α−Helizes sind durch eine sechs Aminosäuren lange Schleife voneinander getrennt.
Über die relative Orientierung der beiden α−Helizes konnte keine Aussage gemacht
werden, da keine NOEs für die Aminosäuren innerhalb der Schleife gefunden wurden.
Eine direkte Interaktion der beiden α−Helizes wurde allerdings ausgeschlossen, da
ebenfalls keine NOEs zwischen den Aminosäuren der beiden α−helikalen Regionen
auftraten. Die Strukturen, die am besten mit den NMR-Daten übereinstimmen, wurden in
Abbildung 34A dargestellt. Um eine übersichtliche Darstellung zu gewährleisten, wurden
die N-terminalen α−Helizes übereinandergelegt. Anschließend wurde mit Hilfe des
Programms XPLOR 3.1 die Struktur mit der niedrigsten Energie berechnet (Abb. 34B).
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D . Diskussion
1 . Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes
Der TAP-Komplex spielt eine zentrale Rolle bei der MHC-Klasse-I-vermittelten Antigen-
präsentation. Zusätzlich dient der Antigenpeptid-Transporter als Modell für eng
verwandte ABC-Transporter, die in weitere medizinisch relevante Prozesse wie Multi-
drogenresistenz (MDR1) (Endicott & Ling, 1989; Gottesmann & Pastan, 1993), Muko-
viszidose (CFTR) (Collins, 1992), Tangier-Krankheit (ABC1) (Rust et al., 1999),
Morbus Stargardt (ABCR) (Sun & Nathans, 2000) oder Adrenoleukodystrophie (ALDP)
(Kamijo et al., 1990) involviert sind. Der Transportmechanismus des TAP-Komplexes
kann in zwei grundlegende Schritte unterteilt werden; die ATP-unabhängige Peptid-
bindung und den ATP-abhängigen Peptidtransport. Im ersten Teilprojekt der
vorliegenden Dissertation wurde der initiale Schritt des Peptidtransports, die Bildung und
Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes, untersucht.
Die Eigenschaft des Antigenpeptid-Transporters Peptide mit sterisch anspruchsvollen
Seitenketten zu tolerieren (Grommé et al., 1997; Uebel et al., 1995; Uebel et al., 1997;
Blevitt et al., 1999), ermöglichte die Verwendung von umgebungssensitiven Sonden. So
wurden Peptide, die an einer geeigneten Position den Flurophor Fluoreszein trugen,
unverändert gebunden (Abb. 7) und transportiert (Abb. 8). Darüberhinaus wurde eine
Fluoreszenzlöschung bei der Assoziation von Fluoreszein-Peptid mit dem TAP-Komplex
beobachtet (Abb. 9). Mit dieser Methode konnte die Peptid-TAP-Wechselwirkung in
Echtzeit und in homogener Lösung studiert werden. Somit war es erstmals möglich
exakte Gleichgewichtskonstanten für die Bildung des Peptid-TAP-Komplexes zu
bestimmen, da auf die Trennung von gebundenem und ungebundem Peptid verzichtet
werden konnte. Überraschenderweise zeigte sich, daß die Peptide mit einer ca. zehnfach
höhere Affinittät an den TAP-Komplex binden, als aufgrund heterogener Bestimmungs-
methoden vermutet worden war. So wurde für das Peptid RRYΦKSTEL mit einem
heterogenen Sättigungsbindungsexperiment ein Wert Kd = 93 ± 9 nM bestimmt
(Abb. 7), während kinetische Analysen bzw. Methoden, die auf der konzentrations-
abhängigen Änderung der Fluoreszenzintensität beruhen Gleichgewichtskonstanten Kd =
9,1 ± 1,6 nM bzw. 12 ± 1 nM ergaben (Tab. 1). Diese Diskrepanz ist auf die
Verdünnungsschritte, die für das effiziente Waschen der Mikrosomen notwendig sind
und den Zentrifugationsschritt zurückzuführen (siehe Material und Methoden).
Die Analyse der monoexponentiellen Assoziationskinetik, zeigte eine hyperbole
Abhängigkeit der apparenten Geschwindigkeitskonstante kapp von der Peptid-
konzentration (Abb 12A). Dies deutete daraufhin, daß sich die Assoziation aus einem
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schnellen bimolekularen Peptidbindungsschritt und einem langsamen unimolekularen
Konformationswechsel zusammensetzt (Hiromi, 1979). Vergleichbare Zweistufen-
prozesse wurden bereits für zahlreiche Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen gefunden
wie z.B. für den muskarinischen Acetylcholinrezeptor und dem Toxin der grünen Mamba
(Toomela et al., 1994) oder Lysozym und N-Acetylglucosamin (Holler et al., 1969). Aus
dem streng monoexponentialen Fluoreszenzsabfall bei der Assoziation des Peptid-TAP-
Komplexes folgt, daß ausschließlich einer der beiden Schritte die Fluoreszenzintensität
beeinflußt. Da nur für die Isomerisierung eine sättigbare Geschwindigkeitskonstante
erwartet wird, während der Bindungsschritt linear von der Konzentration abhängt, kann
der Isomerisierungsschritt für die Fluoreszenzlöschung verantwortlich gemacht werden.
Die Analyse der Spektrenform von TAP-gebundenem und ungebundenem Peptid zeigte,
daß die Fluoreszenzabnahme durch einen lokal erniedrigten pH-Wert hervorgerufen wird
(Abb. 18). Zusätzlich wurde die deutlichste Fluoreszenzsabnahme bei Peptiden
gemessen, die den Fluorophor an den Positionen 2, 3 oder 4 trugen. Aber auch bei
Peptiden, die an den Positionen 5 bis 8 markiert worden waren, wurde noch eine
signifikante Fluoreszenzlöschung beobachtet (Abb. 10). Diese weiträumige
Beeinflussung der Fluoreszenz deutet daraufhin, daß ein Kluster von Protonendonor-
gruppen nach der Konformationsänderung in der Nähe des Peptids zu liegen kommt. Um
welche Aminosäuren es sich dabei handelt, kann aufgrund fehlender detaillierter Struktur-
informationen über den TAP-Komplex nicht beantwortet werden.
Weitere thermodynamische und kinetische Studien belegten mehrfach, daß es sich bei
diesem peptidinduzierten Konformationswechsel um eine drastische Reorganisation der
TAP-Struktur handelt. So lassen sich die hohen Aktivierungsenergien, die für die
Assoziation und Dissoziation des Peptid-TAP-Komplexes bestimmt worden waren
(Abb. 14), mit einer umfassenden Umstrukturierung erklären. Bei einem signifikanten
Konformationswechsel ist eine deutliche Energiebarriere zu erwarten, da zahlreiche
Bindungen wie Salzbrücken, van-der-Waals Kräfte, hydrophobe Wechselwirkungen oder
Wasserstoff-Brücken-Bindungen gelöst werden müssen, bevor Wechselwirkungen
zwischen anderen Aminosäureresten des TAP-Moleküls die neue Struktur stabilisieren.
Noch eindeutiger dokumentierte die ungewöhnlich große Wärmekapazitätsänderung
während der Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes den weitreichenden
Konformationswechsel (Abb. 16). Eine positive Wärmekapazitätsänderung im
Zusammenhang mit Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen läßt sich auf eine Erhöhung der
Hydrophobizität der wasserzugänglichen Proteinoberfläche zurückführen (Spolar et al.,
1989; Murphy et al., 1990; Spolar et al., 1992; Pivalov et al., 1992; Spolar & Record,
1994). Um die Oberflächenhydrophobizität in diesem Ausmaß zu erhöhen, sind
drastische Molekülbewegungen notwendig, die entweder hydrophobe Seitenketten an die
Proteinoberfläche oder hydrophile ins Proteininneren bewegen. Neben den bisher ange-
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führten qualitativen Aussagen über die Konformationsänderung, bietet die semi-
empirische Gleichung von Spolar und Record (1994) (Gleichung 22) eine Möglichkeit
die Zahl der beteiligten Aminosäuren abzuschätzen. Es wurde berechnet, daß mehr als
jede vierte Aminosäure an der Reorganisation des Peptid-TAP-Komplexes beteiligt ist.
27 % der TAP-Struktur werden umgebaut. Diese dramatische Konformationswechsel
legt die Vermutung nahe, daß es sich bei der peptidinduzierten Struktur des
Antigenpeptid-Transporters um ein essentielles Intermediat innerhalb des Transport-
zyklusses handelt. Die Interpretation der Gleichgewichts- und Geschwindigkeits-
konstanten gibt Auskunft über die Funktion der Konformationsänderung. So wurde
beispielsweise für die zweistufige Assoziation des Mambatoxins an den muskarinischen
Acetylcholinrezeptor eine Gleichgewichtskonstante für den Gesamtprozeß von Kges =
10 nM gemessen, obwohl die Dissoziationskonstante des Bindungsschritts nur K-1 =
1,4 µM beträgt. Die Ursache für die hohe Affinität des Liganden zu seinem Rezeptor
wurde in der vergleichsweise langsamen Rückreaktion der Isomerisierung gefunden. Für
diesen Schritt wurde eine Gleichgewichtskonstante K+2=k+2/k-2 = 140 berechnet
(Toomela et al., 1994). Für die Bildung des Peptid-TAP-Komplexes ist die Gleich-
gewichtskonstante Kges = 12 ± 1 nM dagegen ist nur wenig kleiner als die Gleich-
gewichtskonstante des ersten Teilschritts K-1 = 32 ± 3 nM. Die Hin- und Rückreaktion
des Konformationswechsels sind nahezu gleich schnell und die Gleichgewichtskonstante
dieses zweiten Teilschritts beträgt nur K+2 = 2,6 ± 0,2 (Tab. 1). Im Gegensatz zur
Wechselwirkung des Mambatoxins mit dem muskarinischen Actylcholinrezeptor
beeinflußt die Konformationsänderung des TAP-Komplexes die Substrataffinität daher
nur geringfügig. Der kürzliche Nachweiß, daß die ATP-Hydrolyse durch den TAP-
Komplex in Gegenwart von Peptiden stimuliert wird (S. Gorbulev & R. Tampé,
unveröffentlichte Daten), deutet auf eine alternative Funktion des Konformationswechsels
hin. Möglicherweise dient die Umstrukturierung des Antigenpeptid-Transporters der
intramolekularen Kommunikation, indem den Nukleotidbindungsdomänen die Beladung
der Peptidbindungsstelle signalisiert wird. Somit entspricht der umorganisierte Peptid-
TAP-Komplex einer essentiellen Zwischenstufe innerhalb des Transportzyklusses,
welcher die strukturellen Voraussetzungen für die ATP-Hydrolyse und den
anschließenden Peptidtransport besitzt. Ein solcher Mechanismus erscheint sinnvoll, da
eine Kopplung von Substratbindung und ATP-Hydrolyse der Verschwendung von ATP
vorbeugt. Eines der ersten Beispiele für eine Konformationsänderung, die vorzeitige
ATP-Hydrolyse verhindert, war der induced fit-Mechanismus der Glukose-Hexokinase-
Interaktion (Anderson et al., 1979). Zusätzlich kann spekuliert werden, daß das Peptid
während der Umstrukturierung bereits von der zytosolischen Seite der Membran in
Richtung ER-Lumen bewegt wird, um den eigentlichen Translokationsschritt
vorzubereiten. Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse kann das bisher vorgeschlagene
Diskussion 79



















Abb. 35 Erweitertes Modell für den TAP-vermittelten Peptidtransport
Die ATP-unabhängige Peptidbindung induziert einen Konformationswechsel des TAP-Komplexes. Dabei
wird ca. ein Viertel der TAP-Struktur umorganisiert. Zusätzlich gelangen Protonendonorgruppen (rot) in
die unittelbare Nähe des gebundenen Peptids. Der Konformationswechsel signalisiert möglicherweise die
Peptidbeladung der Peptidbindungsstelle und schafft die strukturellen Voraussetzungen für die ATP-
Hydrolyse und den Peptidtransport.
Mit Hilfe des entropieanalytischen Ansatzes von Spolar und Record (1994) wurde eine
deutliche Zunahme des Entropieterms ∆S°Konf bestimmt. Da ∆S°Konf die Entropie-
änderungen berücksichtigt, die auf eine Konformationsänderung zurückzuführen sind,
gilt diese Größe als Maß für die strukturelle Umorganisation. Über die molekularen
Ursachen für die Entropiezunahme bei der Asoziation des Peptid-TAP-Komplexes kann
nur spekuliert werden. Eine Quelle für Entropie wäre die Freisetzung von Wasser-
molekülen, die geordnet an der Proteinoberfläche koordiniert waren. Eine andere
Möglichkeit die Entropie zu erhöhen, ist die Ausbildung einer flexibleren TAP-Struktur.
Die erste Annahme ist interessant, weil sie einen Weg aufzeigt, die erstaunliche Substrat-
vielfalt des TAP-Komplexes zu erklären. So wurde die Entropiezunahme bei der Bindung
unterschiedlicher Oligopeptide an das periplasmatische Oligopeptidbindungsprotein OppA
auf die Verdrängung von Wassermolekülen zurückgeführt, die an der Oberfläche der
Substratbindungstasche strukturiert gebunden waren. Die Auskleidung der Oligopeptid-
bindungstasche mit Wassermolekülen erwies sich als notwendig, um die Bindung
zwischen den verschiedenen Seitenketten unterschiedlicher Oligopeptide und den Amino-
säureresten der Substratbindungsstelle zu vermitteln (Tame et al., 1996). Die geringe
Größe, seine hohe Polarisierbarkeit und die Fähigkeit sowohl als Wasserstoffbrücken-
donor als auch als Akzeptor zu fungieren, machen das Wassermolekül zur optimalen
Adapterstruktur für Substrate verschiedener Größe, Form und Ladung. Unter
Berücksichtigung der Höhe der Entropiezunahme bei der Peptid-TAP-Assoziation
erscheint es unwahrscheinlich, daß die Freisetzung von Oberflächenwasser die einzige
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Entropiequelle darstellt. Für die Bindung eines trimeren Peptids an das OppA-Protein
wurden lediglich Entropiezunahmen von 0,17 bis 0,21 kJ mol-1 K-1 gemessen. Bei
diesen Prozessen wurden vier bis sieben Wassermoleküle freigesetzt (Tame et al., 1996).
Entweder dissoziieren bei der Bildung des Peptid-TAP-Komplexes deutlich mehr
Wassermoleküle oder der TAP-Komplex nimmt zusätzlich eine flexiblere Struktur an.
Interessanterweise wurde eine Flexibilität der Struktur des ABC-Transporters Histidin-
permease berichtet, der seine ATPase-Aktivität durch eine partielle Lösung der Bindung
zu den Nukleotidbindungsdomänen moduliert (Liu et al., 1999). Da ein solcher
Immobilisierungsprozeß der Nukleotidbindungsdomänen die Entropie erhöhen würde,
kann darüber spekuliert werden, inwiefern der TAP-Komplex seine ATPase-Aktivität
vergleichbar reguliert.
2 . Aktive Domäne, kritische Regionen und
strukturelle Aspekte von ICP47
Das Herpes Simpex Virus (HSV)-Protein ICP47 blockiert den Peptidbindungsschritt an
den TAP-Komplex und verhindert somit die Präsentation von Proteinfragmenten viralen
Ursprungs. Diese Strategie bildet die molekulare Grundlage für die fehlende Immun-
erkennung des HSV und seine lebenslange Persistens im Wirtsorganismus. Im zweiten
Teilprojekt dieser Dissertation wurde nach essentiellen Regionen und den molekularen
Wirkprinzipien des 88 Aminosäuren langen Proteins ICP47 gesucht.
In einem ersten experimentellen Ansatz wurde die Aktivität von sechs überlappenden, 25
Aminosäure langen ICP47-Fragmenten analysiert. Das Versagen aller 25mere allein oder
in Kombination, die Peptidbindung an den TAP-Komplex zu inhibieren bzw. die
Wechselwirkung zwischen dem TAP-Komplex und Wildtyp-ICP47 zu stören (Abb. 19),
deutete daraufhin, daß eine größere zusammenhängende Einheit des viralen Inhibitors für
seine Funktionalität Voraussetzung ist. Strukturvorhersagen und Sequenzvergleiche von
ICP47-Varianten aus verschiedenen HSV-Stämmen unterstrichen die Bedeutung der N-
terminalen Region des Proteins. Die N-terminalen zwei Drittel der ICP47-Sequenz sind
hochkonserviert, während im C-terminalen Bereich kaum Ähnlichkeiten zwischen den
untersuchten ICP47-Molekülen gefunden wurden (Abb. 20A). Zusätzlich wurde inner-
halb der konservierten Region ein Helix-Turn-Helix Motiv vorhergesagt (Abb. 20B).
Aktivitätstests bestätigten, daß dieses auffällige Segment ICP47(1-53) tatsächlich für alle
vier bekannten Aktivitätscharakteristika des viralen Inhibitors verantwortlich ist. Weder in
der Blockierung der Peptidbindung (Abb. 23) oder des Peptidtransports (Abb. 21) noch
in der Bindungsaffinität (Abb. 22) zum TAP-Komplex oder in der Speziesspezifität für
den humanen Antigenpeptid-Transporter (Abb. 24) konnten Unterschiede zwischen dem
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konservierten Fragment ICP47(1-53) und Wildtyp-ICP47 festgestellt werden. Weitere
systematische C-terminale Verkürzungen des viralen Polypeptids zeigten, daß neben der
schwach konservierten Region zusätzlich fast 40 % der hochkonservierten Aminosäuren,
einschließlich der vorhergesagten C-terminalen α−Helix ohne Folgen für die
Funktionalität deletiert werden konnten. Erst ICP47-Fragmente, denen das Arginin an
Position 34 fehlte, blockierten die Peptidbindung an den TAP-Komplex mit geringerer
Effizienz (Abb 25B). N-terminale Verkürzungen führten dagegen bereits durch Deletion
des Tryptophanrests an Position 3 am Beginn der vorhergesagten N-terminalen α−Helix
zu einer signifikant reduzierten Aktivität (Abb. 25A). Durch die Kombination der Daten
konnte schließlich das Fragment ICP47(3-34) als aktive Domäne bezüglich der
Inhibierung des TAP-Komplexes identifiziert werden (Tab. 3). Dieses Ergebnis wird
zusätzlich durch die Arbeiten von Galocha et al. (1997) gestützt, die die Aktivität von
systematisch verkürzten ICP47-Fragmenten mit Hilfe von Transportinhibitions-
experimente untersuchten.
Nachdem das minimale aktive ICP47-Fragment determiniert worden war, wurden mit
Hilfe von Mutationsstudien kritische Aminosäurereste innerhalb dieser Region identi-
fiziert. Kompetitionsexperimente zeigten, daß ein Muster geladener Aminosäuren für die
Aktivität entscheidend ist. So führten sowohl die Substitutionen des Arginins als auch des
Aspartats an den Positionen 20 bzw. 24 durch Glyzin zu einer signifikanten Abnahme der
Akvitiät. Die dreifach Mutante D24G/K31G/R32G hatte die Eigenschaft, die Peptid-
bindung an den TAP-Komplex zu blockieren, vollständig verloren (Abb. 27). Die
Bedeutung dieser geladenen Aminosäuren wird zusätzlich durch ihre strikte
Konservierung in allen untersuchten ICP47-Varianten (Abb. 20A) unterstrichen. Das
Versagen des Fragments ICP47(14-38), den TAP-Komplex zu inhibieren (Abb. 19),
obwohl es nahezu alle konservierten geladenen Aminosäuren enthält, ließ allerdings
erkennen, daß diese Aminosäuren zwar notwendig, aber nicht hinreichend für die
Funktion von ICP47 sind. Zusätzliche Charakteristika sind für die Aktivität erforderlich.
Experimente mit chimären ICP47-Polypeptiden aus HSV Typ1- und Typ2-kodierten
ICP47-Varianten, deuteten daraufhin, daß es sich hierbei nicht um einzelne essentielle
Aminosäuren, sondern um strukturelle Besonderheiten handelt. So konnte der
signifikante Aktivitätsunterschied zwischen ICP47-1 und ICP47-2 (Abb. 28) allein auf
den Prolinrest an Position 11 zurückgeführt werden (Abb 29). Da dieser Prolinrest
innerhalb der vorhergesagten N-terminalen α−Helix liegt (Abb. 20B) und Prolin
bekanntermaßen die Ausbildung von α−Helizes verhindert, wurde die Struktur von
ICP47 mit Hilfe der CD-Spektroskopie untersucht. Überraschenderweise lag ICP47 in
wässriger Lösung als Zufallsknäuel vor (Abb 30, 31), während erst in der Gegenwart
von Membranmimetika wie TFE oder SDS eine α−helikale Sekundärstruktur
nachgewiesen werden konnte (Abb. 30). Besonders auffällig war die sprunghafte
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Ausbildung der α−helikalen ICP47-Konformation bei einer SDS-Konzentration oberhalb
0,5 mM. Lichtstreuexperimente zeigten, daß unter den verwendeten experimentellen
Bedingungen die kritische mizellare Konzentration (CMC) von SDS in diesen Bereich
fällt (Daten nicht gezeigt). Somit ist anzunehmen, daß die Wechselwirkung von ICP47
mit den SDS-Mizellen für die Stabilisierung der α−helikalen Struktur verantwortlich ist.
Die biologische Relevanz dieses Konformationswechsels wurde mit Hilfe von neutralen,
positiv oder negativ geladenen Lipidmembranen untersucht. Interessanterweise waren
ausschließlich negativ geladenen Membranen in der Lage die α−helikale ICP47-Struktur
zu induzieren. Durch Verwendung verschiedener Lipide als Träger der negativen Ladung
wurde sichergestellt, daß die Ladung und nicht ein bestimmtes Lipid Voraussetzung für
den Konformationswechsel ist (Abb. 31A). Ab einer Ladungsdichte von 25 %
(mol/mol) an negativen Lipiden wurde ein deutlicher α−helikaler Anteil von ICP47
beobachtet (Abb. 31B). In vivo interagiert ICP47 mit dem TAP-Komplex, der in der ER-
Membran lokalisiert ist. Da die ER-Membran zu 22 % aus negativ geladenen Lipiden
(48 % Phosphatidylcholin, 24 % Phosphatidylethanolamin, 12 % Phosphatidylinositol,
5 % Phosphatidylserin, 5 % Sphingomyelin und 6 % weiteren Lipiden) besteht (Yorek,
1993), ist davon auszugehen, daß ICP47 in seiner α−helikalen Konformation mit dem
Antigenpeptid-Transporter TAP wechselwirkt. Vergleichbare Eigenschaften wurden z.B.
für die Signalsequenzen des E.coli Hemolysins A und des Pasteurella Leukotoxins
gefunden (Sheps et al., 1995; Yin et al., 1995; Zhang et al., 1995). Obwohl beide Poly-
peptide keine Homologie mit ICP47 aufweisen, liegen auch sie in wässriger Lösung
unstrukturiert vor, während TFE, SDS und negativ geladene Membranen eine α−helikale
Konformation induzieren. Somit scheint es sich bei dem membraninduzierten Konfor-
mationswechsel um ein weitverbreitetes Strukturierungsprinzip zu handeln.
Während die CD-Daten die direkte Bindung von ICP47 an die Membran lediglich impli-
zieren, belegten fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen und Sättigungsbindungs-
experimente eindeutig eine Membranassoziation. So wurde eine signifikante Fluoreszenz-
zunahme des einzigen Tryptophanrests an Position 3 in Gegenwart negativ geladener
Membranen beobachtet. Zusätzlich verschob sich das Emissionsmaximum zu niedrigeren
Wellenlängen (Abb. 32). Daraus folgt, daß der Tryptophanrest in wässriger Umgebung
frei zugänglich ist und die Fluoreszenz durch Kollision mit Wassermolekülen gelöscht
wird. In Anwesenheit von negativ geladenen Membranen ist der Tryptophanrest dagegen
gegen die Lösungsmittelmoleküle abgeschirmt. Die Blauverschiebung des Emissions-
signals belegt, daß diese Abschirmung durch eine Bindung an die Membran
hervorgerufen wird, wobei das Tryptophan in eine hydrophobe Umgebung eindringt. Mit
Hilfe direkter Bindungsstudien der aktiven Domäne von ICP47 an ER-Membranen wurde
eine Dissoziationskonstante von Kd = 34 ± 9 µM bestimmt (Abb. 33).
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Alle gezeigten CD- und fluoreszenzspektroskopischen Versuche wurden bei 37°C
durchgeführt um sicherzustellen, daß die Membran in ihrem fluiden Zustand vorliegt.
Experimente bei niedrigeren Temperaturen zeigten allerdings, daß auch kristalline
Membranen den Konformationswechsel von ICP47 induzieren können (Daten nicht
gezeigt). Da der Einbau einer α−Helix in eine dicht gepackte kristalline Lipidschicht
sowohl energetisch als auch sterisch stark gehemmt ist, ist davon auszugehen, daß die α−
Helix nicht senkrecht in die Membran eintaucht, sondern parallel an die äußere
Lipidschicht adsorbiert.
Schließlich wurde in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Dr. T. Holak (Max-Planck-
Institut für Biochemie, Martinsried) die NMR-Struktur der membrangebundenen aktiven
Domäne von ICP47 gelöst. Es wurden zwei α−helikale Bereiche zwischen den Positionen
4 und 15 sowie 22 und 32 identifiziert. Beide α−Helizes sind durch eine flexible Schleife
verbunden, die eine unabhängige Bewegung beider α−helikalen Bereiche erlaubt
(Abb. 34). Über die relative Lage beider α−Helizes konnte aufgrund fehlender NOEs
keine Aussage gemacht werden. Interessanterweise wurde die N-terminale α−Helix von
den verwendeten Algorithmen korrekt vorhergesagt, während die zweite gefundene α−
Helix nicht berechnet worden war (Abb. 20B).
Basierend auf den vorgestellten Daten kann folgendes Modell der ICP47-TAP-Wechsel-
wirkung aufgestellt werden (Abb. 36). Das ICP47-Molekül gliedert sich in drei funk-
tionale Einheiten. Die erste Einheit wird durch die essentielle N-terminale α−Helix
gebildet. Jede Störung der Helixbildung, sowohl durch teilweise Verkürzung als auch
durch Einbau eines Prolinrests, führt zum Verlust der Aktivität. Ferner wurde gezeigt,
daß zumindest der Tryptophanrest am Beginn der α−Helix direkt an die Membran adsor-
biert. Es ist anzunehmen, daß die erste Einheit als Membrananker dient, um die lokale
ICP47-Konzentration in der unmittelbaren Nähe des TAP-Komplexes zu erhöhen und um
die Strukturierung des zweiten funktionalen Elements zu induzieren. Diese zweite ent-
scheidende Region wird durch die C-terminale α−Helix gebildet und ist für die eigentliche
Inhibierung der Peptidbindung verantwortlich. Es wird angenommen, daß dieses
Segment über ein Muster geladener, essentieller Aminosäuren direkt die Peptidbindungs-
stelle blockiert. Da der TAP-Komplex Peptide u.a. über ihre freien N- und C-Termini
bindet (Momburg et al., 1994; Schumacher et al., 1994), liegt die Vermutung nahe, daß
die Amino- bzw. Carboxylgruppen der Seitenketten die Peptidtermini imitieren.
Interessanterweise entsprechen die Abstände der positiv bzw. negativ geladenen Amino-
säuren genau der Länge von Peptiden, die vom TAP-Komplex besonders effektiv erkannt
werden. So liegen z.B. die essentiellen Reste Asparagin und Arginin an den Positionen
24 bzw. 32 acht Aminosäuren weit voneinander entfernt, was dem Längenoptimum TAP-
gebundener Peptide entspricht (van Endert et al., 1994). Zusammen bilden beide funk-
tionalen Einheiten einschließlich ihrer Verbindungsschleife die aktive Domäne bezüglich
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der Blockierung des TAP-Komplexes. Die Beobachtung, daß das zweite Element alleine
nicht aktiv ist, unterstreicht die zweifache Bedeutung des Zusammenspiels beider
Segmente und die Signifikanz der Membranassoziation. So wird der virale Inhibitor
durch die Membran strukturell optimal für die Bindung an den TAP-Komplex vorbereitet
und zusätzlich zu seinem Ziel geführt. Ähnliche Beobachtungen wurden u.a. für einige
Peptidhormonrezeptoren gemacht (Schwyzer, 1995).











Abb. 36 Blockierung des TAP-Komplexes durch ICP47
ICP47 bindet an die ER-Membran. Dabei wird ein Konformationswechsel von einer Zufallsknäuel- zu
einer α−helikale Struktur induziert und möglicherweise die strukturellen Voraussetzungen für die Intera-
ktion mit dem TAP-Komplex geschaffen. Zusätzlich wird die Effizienz der TAP-Blockierung durch die
Anreicherung des viralen Inhibitors an der ER-Membran erhöht.
Die Region zwischen den Positionen 35 und 88 entspricht der dritten Einheit innerhalb
der ICP47-Sequenz. Dieses Segment spielt bei der Blockierung des TAP-Komplexes
keine Rolle. Es ist bekannt, daß für Viren ein kleines Genom von Vorteil ist, um eine
schnelle Replikation zu ermöglichen. Da nicht essentielle Proteinbereiche unter einem
starken Selektionsdruck stehen, ist anzunehmen, daß das dritte Segment eine weitere
bisher unbekannte Funktion von ICP47 vermittelt. Diese Vermutung wird zusätzlich
dadurch gestützt, daß die am stärksten konservierte Region (AS 35-52) innerhalb dieses
Abschnitts liegt. Inwiefern es sich bei der zusätzlichen Aufgabe um eine eher passive
Funktion handelt wie dem Schutz vor vorzeitigem proteolytischen Abbau oder ob ICP47




Im ersten Teilprojekt der vorliegenden Dissertation wurde die Assoziation des Peptid-
TAP-Komplexes untersucht, die den initialen Schritt des Transportzyklusses darstellt.
Dazu wurden Fluoreszein-markierte Peptide verwendet, deren Fluoreszenzsignal
signifikant durch die Bindung an den TAP-Komplex gelöscht wird. Eine nicht-lineare
Abhängigkeit der apparenten Assoziationsgeschwindigkeit von der Peptidkonzentration
dokumentierte, daß sich die Bildung des Peptid-TAP-Komplexes aus einem schnellen
Peptidbindungsschritt und einer langsamen Konformationsänderung zusammensetzt.
Weitere kinetische und thermodynamische Studien ließen erkennen, daß dabei zumindest
ein Viertel der TAP-Struktur umorganisiert wird. Dieser drastische Umbau des TAP-
Moleküls deutete an, daß es sich bei der Peptid-induzierten Struktur um eine entschei-
dende Zwischenstufe im Transportzyklus handelt. Die Analyse der Gleichgewichts- und
Geschwindigkeitskonstanten zeigte, daß die Umstrukturierung nicht für die hohe
Substrataffinität erforderlich ist. Deswegen wird spekuliert, daß der Konformations-
wechsel die Peptidbeladung signalisiert und die strukturellen Voraussetzungen für die
ATP-Hydrolyse schafft.
Im zweiten Teilprojekt wurden kritische Regionen und Wirkprinzipien des Herpes
Simplex Virus (HSV)-kodierten TAP-Inhibitors ICP47 untersucht. Mit Hilfe von über-
lappenden kurzen ICP47-Fragmenten und systematischen N- und C-terminalen
Verkürzungen wurde die Region ICP47(3-34) als aktive Domäne identifiziert. CD- und
Fluoreszenzspektroskopie zeigten, daß ICP47 in wässriger Lösung unstrukturiert
vorliegt, während die Assoziation an negativ geladene Membranen eine α-helikale
Konformation induziert. Letztendlich wurden mit Hilfe der NMR-Spektroskopie zwei α−
Helizes innerhalb der aktiven Domäne lokalisiert, die durch eine flexible Schleife
miteinander verbunden sind. Mutationsstudien und chimäre ICP47-Varianten dokumen-
tierten, daß neben einem Muster geladener Aminosäuren beide α−helikalen Bereiche für
die Aktivität von ICP47 essentiell sind. Es wird angenommen, daß die Bindung von
ICP47 an die negativ geladenene ER-Membran aus zwei Gründen für die Blockierung des
TAP-Komplexes entscheidend ist. Einerseits formt die Membran erst den eigentlichen
Inhibitor, indem eine ICP47-Konformation stabilisiert wird, die die strukturellen
Vorraussetzung für die Wechselwirkung mit dem Antigenpeptid-Transporter besitzt.
Andererseits wird der virale Inhibitor durch seine Akkumulation an der negativ geladenen
ER-Membran zu seinem Zielprotein geführt.
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F . Ausblick
1. Fluorogene Substrate des TAP-Komplexes
Die Eigenschaft des Antigenpeptid-Transporters fluorogene Substrate zu akzeptieren
eröffnet zahlreiche Möglichkeiten. Radioaktive Methoden zur Untersuchung des TAP-
Komplexes können durch Fluoreszenztechniken ersetzt werden. Basierend auf der
beobachteten Fluoreszenzabnahme durch die Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes
lassen sich homogene Hochdurchsatzverfahren entwickeln. Auf diese Weise können
sowohl Wirkstoffbibliotheken nach spezifischen TAP-Inhibitoren durchsucht als auch
Substratspezifitäten verschiedener TAP-Mutanten analysiert werden. Zusätzlich dient die
TAP-abhängige Fluoreszenzlöschung als Aktivitätskontrolle bei Solubilisations-,
Reinigungs- und Rekonstitutionsprozessen des TAP-Komplexes. Darüberhinaus kann die
Architektur der Peptidbindungstasche untersucht werden, indem die Zugänglichkeit von
externen Fluoreszenlöschern mit verschiedener Ladung und Größe zu TAP-gebunden
Fluoreszein-Peptiden gemessen wird. Mit einer vergleichbaren Technik wurde bereits die
Translokationspore des Sec61-Komplexes charakterisiert (Crowley et al., 1993, Crowley
et al., 1994; Hamman et al., 1997). Mit Hilfe von Energietransfer-Experimenten können
Regionen des TAP-Komplexes identifiziert werden, die während der Peptid-TAP-
Assoziation in die unmittelbare Nähe des gebundenen Fluoreszein-Peptids gelangen. Für
diesen Zweck werden derzeit TAP-Mutanten erzeugt, die einen Cysteinrest an einer
definierten Position tragen und somit eine regioselektive Markierung z.B. mit dem
Fluorophor Rhodamin erlauben (Pawlitschko et al., unveröffentlichte Daten). Schnelle,
oberflächensensitive Methoden wie die totale innere Reflektions-Fluoreszenzmikroskopie
(TIRFM) könnten den ersten Schritt der Assoziation des Peptid-TAP-Komplexes sichtbar
machen. Dazu wird solubilisierter Antigenpeptid-Transporter oder TAP-haltige
Mikrosomen auf einer geeigneten Oberfläche immobilisiert und die Fluoreszenzzunahme
in der Grenzschicht nach Einspülen fluorogener TAP-Substrate detektiert. Auch der
Energetisierungszyklus läßt sich mit Hilfe der fluorogenen Substrate untersuchen. Es
liegen vorläufige Daten vor, daß ATP eine Konformationsänderung des TAP-Komplexes
induziert, die zu einer eingeschrängten Zugänglichkeit von TAP-assozierten Fluoreszein-
Peptiden für Iodidionen führt (Neumann & Tampé, Daten nicht gezeigt). Zusätzlich sollte
der eigentliche Transportschritt analysiert werden. Eine Möglichkeit wäre die
Fluoreszenzzunahme beim Transport von Fluoreszein-Peptiden aus einem
fluoreszenzlöscherhaltigen Puffer in fluoreszenslöscherfreie Vesikel zu messen. Bisher
scheiterten diese Experimente an der mangelhaften Dichtigkeit von Mikrosomen für
Fluorszenzlöscher wie z.B. Iodidionen. Dieses Problem könnte allerdings durch die
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Rekonsitution des TAP-Komplexes in künstlichen Liposomen gelöst werden. Eine
besonders elegante Möglichkeit den Peptidtransport eines einzigen TAP-Komplexes zu
untersuchen, bietet die optical single transporter recording (OSTR) Technik, die bereits
erfolgreich beim Kernporenkomplex angewendet wurde (Tschodrich-Rotter & Peters,
1998; Keminer & Peters, 1999). Dazu werden die Poren eines Filterpapiers mit
Fluoreszenz-markierten Peptiden gefüllt. Anschließend wird eine Seite des Filters mit Öl
versiegelt, während auf die andere Filterseite TAP-haltige Mikrosomen adsorbiert
werden. Über den TAP-Gehalt der Vesikel und den Porendurchmesser wird kontrolliert,
wieviele TAP-Komplexe im Mittel über einer Filterpore liegen. Mit Hilfe eines inversen
konfokalen Fluoreszenscanning-Mikroskops kann der Transport der Fluoreszenz-
markierten Peptiden aus der Filterporen in die Vesikel verfolgt werden.
2. Der virale TAP-Inhibitor ICP47
Die geringe Größe der aktiven Domäne von ICP47 macht sie zur optimalen Leitstruktur,
um nicht-peptidische TAP-Inhibitoren zu entwickeln. Solche Verbindungen könnten als
spezifische Immunsuppressoren z.B. in der Organtransplantation oder bei der
Bekämpfung von Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden. Ein detailliertes
Verständnis der Wechselwirkungsprinzipien von ICP47 und TAP-Komplex sollte die
Entwicklung von Wirkstoffen erleichtern, die die inhibitorische Wirkung des viralen
Proteins aufheben und somit dem Immunsystem ermöglichen, HSV-Infektionen effektiv
zu bekämpfen. Photoquervernetzungsstudien können z.B. zeigen, welche Segmente des
ICP47-Moleküls an welche Regionen des TAP-Komplexes binden. ICP47-Bindungs-
stellen außerhalb der Peptidbindungstasche wären ideale Ziele für antivirale Medikamente.
So können ICP47-Varianten, die an definierten Positionen radioaktiv markierte, photo-
aktivierbare Gruppen tragen mit dem TAP-Komplex quervernetzt werden. Durch
anschließenden partiellen Verdau des Transporters können die markierten TAP-Fragmente
mit Hilfe von regioselektiven Antikörpern oder Massenspektrometrie identifiziert werden.
Auf ähnliche Weise wurde bereits die Peptidbindungsregion des TAP-Komplexes
identifiziert (Nijenhus et al., 1996; Nijenhus & Hämmerling, 1996). Zusätzlich kann die
aktive Domäne von ICP47 in der Grundlagenforschung als nützliches Werkzeug dienen,
um TAP-unabhängige Wege der Antigenpräsentation aufzudecken. Um die aktive
Domäne in das Zytosol der zu untersuchenden Zellen zu schleußen, kann ein Konstrukt
aus einem 16 Aminosäure langen Antennapedia-Fragment und ICP47(3-34) verwendet
werden. Dieses Peptid aus Antennapedia, einem Transkriptionsfaktor aus Drosophila, ist
dafür bekannt, die Internalisierung durch verschiedene Zelltypen zu vermitteln (Derossi et
al., 1998). Darüberhinaus würde auch eine kinetische und thermodynamische Analyse
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der ICP47-TAP-Wechselwirkung neue Einsichten in die molekularen Vorgänge bei der
Blockierung des TAP-Komplexes bringen. Trotz intensiver Bemühungen wurde
allerdings bisher keine Fluoreszein-markierte ICP47-Variante gefunden, deren
Fluoreszenz sich TAP-abhängig signifikant verändert. Alternativ kann mit Hilfe von
Zugänglichkeitsuntersuchungen der TAP-gebundenen, Fluoreszein-markierten ICP47-
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